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L'organisme  synthétise  les  lipides  de  nova  au  niveau  hépatique,  les  transforme  en 
triglycérides,  et les  stocke dans  le  tissu  adipeux.  Les  lipides  servent à de  nombreuses 
fonctions biologiques essentielles, telles  la  synthèse de membrane ou  d'hormone, mais 
aboutissent  à  un  excès  de  masse  corporelle  lorsqu'il  y  a  déséquilibre.  L'acide  gras 
synthase (FAS) est une enzyme clé de la  lipogenèse. Elle synthétise le palmitate à partir 
d'acétyl-CoA  et  de  malonyl-CoA  en  présence  de  nicotinamide  adénine  dinucléotide 
phosphate  tN"ADPH).  Comprendre  ses  mécanismes  de  régulation  est  important  àans 
l'optique  de  moduler  son  activité.  La  FAS  est  régulée  positivement  par  la 
triiodothyronine  (T))  et l'insuline,  l'effet est  inhibé  par  les  MCFA.  La régulation  est 
essentiellement  transcriptionnelle.  Muter  le  gène  FAS,  afin  de  l'éteindre,  est  létal. 
L'inhibition  partielle  à  l'aide  d'agents  tel  le  C75  serait  donc  préférable. 
Malheureusement, en plus d'avoir des effets anorexiques réversibles pour C75, ces agents 
ont  des  effets  neurotoxiques  dévastateurs.  L'inhibition  partielle  de  la  FAS  par  des 
nutriments, tels les acides gras à chaîne moyenne (MCFA), serait une solution. Le présent 
projet  propose  d'élucider  les  mécanismes  moléculaires  par  lesquels  les  hormones 
modulées par la  diète, telles l'insuline et la  triiodothyronine T), influencent l'activité de 
la  FAS  et  comment  les  MCFA  inhibent  cette  stimulation  hormonale.  Comme  l'effet 
hormonal ne semble pas être totalement transcriptionnel et qu'une implication du glucose 
au  niveau  post-transcriptionnel  a  aussi  été  suggérée,  nous  avons  analysé  l'effet  de 
l'insuline et de la T) sur la stabilisation des ARN messagers et sur l'activité enzymatique 
de la FAS en utilisant des milieux à haute ou basse concentration en glucose. Cependant, 
nous n'avons pas observé  de  différence  significative,  peu  importe  la  concentration  de 
glucose dails le  milieu de culture.  Des études préalables ont aussi démontré un  rôle de la 
phosphorylation  sur  la  régulation  transcriptionnelle  de  la  FAS  par l'insuline  et  le  T). 
Nous avons investigué ce rôle sur l'activité de la  FAS à l'aide d'inhibiteurs spécifiques. 
En  utilisant  PD98058,  un  inhibiteur  spécifique  de  MEK,  nous  avons  observé  une 
implication  de  Erk1l2  dans  l'induction  de  FAS.  Avec  LY  294002,  un  inhibiteur 
spécifique de PI3Kinase (PI3K), nous observons une inhibition de la FAS en présence de 
T), ce qui  impliquerait la voie PI3K dans l'activation de la FAS induite par la  T).  Des 
études préliminaires ont montré que l'inhibition de la FAS par les MCFA se faisait très 
rapidement. Une courbe d'inhibition en fonction du temps a été effectuée et a révélé une 
inhibition  dans  les  premières  30  minutes  d'exposition.  Des  études  de  captation  ont 
montré que les MCFA étaient absorbés par les hépatocytes. Un profil lipidique a montré 
que  les  MCFA  sont  métabolisés  pour  se  retrouver  dans  la  fraction  lipidique 
correspondant  aux  triglycérides,  qui  nous  a  donné  une  idée  des  voies  métaboliques 
empruntées.  L'acide  bétulinique,  un  inhibiteur  de  la  CPTl,  ainsi  que  l'Etomoxir,  un 
inhibiteur de la DGAT, ne semble pas avoir d'effet sur l'inhibition de la FAS induite par 
les MCFA en présence d'insuline et de T), contraiïement à la Triacsin C,  un  inhibiteuï 
des acyl-CoA synthases, qui abolit l'effet inhibiteur. En dernier point, nous avons vérifié 
l'impact de  la  famille  des « scavenger receptors» de  classe B  tels  que  SR-BI  dans  le 
transport  sélectif et  la  captation  de  MCFA  par  la  cellule.  Ces  derniers  ne  semblent 
aucunement impliqués dans le transport des MCFA contrairement à nos attentes. 
Mots-clés: FAS, MCFA, acyl-CoA, insuline, T3 INTRODUCTION
 INTRODUCTION 
De nos jours, l'obésité est devenue un  problème global de  santé publique avec des 
conséquences des plus sévères. Autrefois, cette condition physique était considérée comme 
un  problème visant  uniquement  les  pays  industrialisés.  Aujourd 'hui,  les  pays  en  voie  de 
développement  sont  tout  autant  concernés  par  ce  phénomène  inquiétant.  Cela  est  dû 
principalement à un changement du  type d'alimentation, à voir moins de  légumes et plus de 
graisses, sucres et sel,  ainsi qu'à un mode de vie de  plus en plus sédentaire (WHO/OMS, 
2000).  D'après  l'Organisation  Mondiale  de  la  Santé,  plus  d'un  milliard  de  personnes 
souffrent à l'heure actuelle d'un excès de poids, et une augmentation d'un demi-milliard d'ici 
2015  est attendue  si  la  situation  n'est pas  contrôlée.  (WHO/OMS, 2000).  Au  Canada, en 
2004,  23%  de  la  population adulte  était obèse,  dont 26% sont des jeunes de  2  à  17  ans 
(Canada, 2006). L'excès de poids et l'obésité sont souvent associés à de nombreux problèmes 
de  santé tels  que les  maladies cardiovasculaires, les  accidents cérébraux, divers cancers, le 
diabète  de  type  II  et  diverses  autres  maladies  chroniques  (Mann,  1974b,  Mann,  1974a, 
McGarry  and  Dobbins,  1999,  Wajchenberg,  2000).  Tout  cela  mène  à  un  investissement 
important des  gouvernements afin de  lutter contre tous  ces  problèmes de  santé associés.  Il 
devient donc indispensable d'élucider les mécanismes impliqués dans le développement de ce 
syndrome métabolique. 
Dans  la  famille  des  lipides,  se  trouvent  différentes  espèces  qui  ont  des  rôles 
biologiques  très  spécifiques.  D'un  côté,  il  y  a  les  graisses  et  les  huiles  qui  servent 
essentiellement  à  faire  des  réserves  d'énergie  dans le  corps.  D'un  autre  côté,  les 
phospholipides, les stérols et les glycolipides servent de matières premières dans la  formation 
des membranes cellulaires (Zubay,  1983). Il  y a également une catégorie de  lipides, tels que 
les  androgènes, les œstrogènes, et  les  glucocorticoïdes qui  ont essentiellement une  fonction 
hormonale.  Lorsque  l'apport  énergétique  est  de  loin  supérieur  au  besoin  journalier  une 
réserve d'énergie se fait  sous la  forme  de dépôt de  graisse dans  les  cellules adipeuses.  Ce 
dépôt se  fait  sous  forme  de  triglycérides,  ce  qui  cause  l'augmentation de  l'adiposité.  La 
synthèse de nova des acides gras et en particulier des  triglycérides est un procédé qui a lieu 
dans le cytoplasme de la cellule hépatique chez l'être humain. Cette synthèse est régulée à la 
fois par les hormones et  la diète (Back et al.,  1986, Goodridge, 1986, Goodridge et al.,  1986, 3 
Hillganner and  Charron,  1998).  Cette régulation se  fait  essentiellement au  niveau des  gènes 
codant pour les enzymes imp! iquées dans la synthèse des  lipides. 
L'objectif du présent projet est  l'étude de  la  régulation de  la  FAS  par  les  MCFA,  et 
plus précisément le mécanisme impliqué dans l'inhibition observée cn présence d'insuline, de 
T3  et  de  ces  acides  gras.  Le  but  principal  de  cette  étude  vise  à  identifier  le  mécanisme 
d'action de  l'hexanoate, un  MCFA, sur  j'activité de  l'acide gras synthase,  induite  par  la  T3, 
une hormone thyroïdienne, et l'insuline. 
Pour ce faire,  il est important de comprendre la  totalité des mécanismes qui  régissent 
la régulation de  la FAS.  L'inhibition de  cette enzyme pourrait être d'une importance majeure 
dans la  lutte contre l'obésité, via une réduction de  la  lipogenèse. L'identifIcation d'inhibiteur 
de  type  nutritionnel  pour  la  FAS  serait  un  procédé  thérapeutique  et  pharmacologique 
prometteur pour lutter activement contre cette pandémie qu'est l'obésité. , 
ETAT DES CONNAISSANCE
 ETAT DES CONNAISSANCES 
1.  Métabolisme des acides gras 
a.  La synthèse hépatique des acides gras 
Chez l'humain comme chez les oiseaux, la lipogenèse se fait principalement 
au niveau hépatique (Goodridge, 1973), contrairement aux rongeurs, ou elle a lieu 
dans le foie ainsi que dans les tissus adipeux. Les acides gras, indispensables au bon 
fonctionnement cellulaire, sont en effet les constituants principaux des membranes 
sous forme de phospholipides et sont aussi utilisés pour le métabolisme de la cellule 
et la transduction des signaux par des intermédiaires hormonaux. Les honnones 
stéroïdiennes, telles que l'œstrogène, la progestérone, la testostérone, l'aldostérone et 
le cortisol, sont en effet synthétisées à partir du cholestérol. Ce dernier est formé de 
dérivés d'acides gras appelés, acétyl-CoA. 
De plus,  les  acides  gras  constituent une  ressource  énergétique  considérable 
pour  le  corps.  En  effet,  le  stockage du  surplus  énergétique  se  fait  sous  forme  de 
triglycérides, une fonne très efficace de réserve pour l'organisme. 
i. Initiation de la synthèse des acides gras 
L'acétyl-CoA est le substrat majeur de la synthèse des acides gras (Murray et al., 
1995, Zubay, 1983). Il est la source de tous les atomes de carbones des acides gras et 
provient de la décarboxylation oxydative du pyruvate par le cycle de Krebs, de la 
dégradation oxydative de certains acides aminés ou encore de la ,6-oxydation des 
acides gras à longue chaîne (fig.  1). 6 
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Figure 1 : Principales étapes de la synthèse des acides gras au niveau hépatique (Mounier, 1994) 
L'acétyl-CoA  carboxylase  (ACe) et  la  synthétase  des  acides gras  (FAS)  sont  les 
deux enzymes clés de  la  lipogenèse qui assurent la conversion de l'acétyl-CoA en palmitate 7
 
de manière irréversible. L'acétyl-CoA, produit dans la  mitochondrie, est ensuite exporté dans 
Je  cytoplasme.  La  citrate synthase convertit alors  ]'acétyl-CoA et l'acide oxaloacétique en 
citrate,  qui  traverse  la  membrane  de  la  mitochondtie  par  l'intermédiaire  du  système  de 
transport  tricarboxylate.  L'acétyl-C'oA  est  régénérée  dans  le  cytoplasme  par  l'action  de 
l'ATP citrate Iyase (Zubay, 1983). 
Dans la  première étape de la synthèse des acides gras, l'acétyl-CoA est carboxylée en 
malonyl-CoA en  présence d'ATP par J'acétyl-CoA carboxylase, utilisant  ]a  biotine comme 
cofacteur (fig.  2).  La synthèse du  maJonyl-CoA se fait  en deux  temps.  Tout d'abord,  la 
biotine  est  carboxylée,  ce  qui  requiert  de  l' ATP.  Ensuite,  le  groupement  carboxyle  est 
transféré de la  biotine à l'acétyl-CoA pour former le malonyl-CoA (Murray et al., 1995). 





ATP+H*C03- + Enz-biotine 
Figure 2:  Biosynthèse du  malonyl-CoA (Murray et al.,  1995).  Enz = acétyl-CoA carboxylase, * = groupement 
carboxyle 
Dans la deuxième étape, les acides gras sont synthétisés par l'action de la  FAS sur le 
malonyl-CoA et l'acétyl-CoA. La  FAS catalyse la  formation des acides gras saturés tels que 
l'acide palmitique (CI6:0) et l'acide stéarique (CI8:0) et cela en sept réactions: 
Acétyl-CoA + 7 Malonyl-CoA ----------------7 Acide palmitique +8 CoA-SH 
+14 NADPH +14 H+  +14 NADP+ +7 CO2+ 6 H20 8 
ii. Protéine FAS 
Chez la plupart des eucaryotes, la synthèse des acides gras saturés à longue chaîne se 
fait  par  l'action d'un complexe  multienzymatique appelé  FAS  (Murray et al.,  1995)  et  non 
par des  enzymes indépendantes, comme c'est le  cas chez les  procaryotes et  les  plantes.  La 
FAS  est  une  enzyme  de  poids  moléculaire  de  500  kDa,  constituée  de  deux  sous-unités 
identiques de 250 kDa  liées par deux groupements thiols (Stoops et aL,  1975).  Chaque sous­
unité est constituée d'une chaîne polypeptidique comportant sept activités enzymatiques de  la 
FAS:  la  malonyl  transacylase,  l'acétyle  transacylase,  la  ~-cétoacyl  synthase  (enzyme 
condensante),  la  déshydratase,  l' enoyl  réductase,  la  cétoacyl  réductase,  l'acyl  «camer 
protein » (ACP) et la thioestérase (fig.  3.A). 
La région de 230 kDa, constituant le cœur de  la protéine, a été séparée par protéolyse 
en  deux  domaines  (Tsukamoto  et  al.,  1983).  Le  domaine  l  (transacylase)  contient  la  ~­
cétoacyl synthase.  Celle-ci correspond à la partie amino-terminale de  la FAS. Toujours dans 
le domaine I, on trouve les sites actifs de  l'acétyl-malonyl transacylase (fig.  JB). Le domaine 
II quant à lu i comprend les deux fonctions réductase de  la  FAS: l'énoyl réductase (ER) et  la 
~-cétoacyl  réductase (KR).  Le domaine ACP a été localisé dans la partie carboxyle-terminale 
du  domaine  II  (Witkowski et  aL,  1987).  Celui-ci  sert de  site d'encrage au  nouvel acide gras 
durant l'élongation.  Il  comporte un  bras long et  flexible,  le fragment 4' phosphopantéthéine, 
sur lequel est fixé l'acide gras en  cours de synthèse. La thioestérase , de poids moléculaire de 
33  kDa, a étt:: localisée dans  le domaine III (Holzer et al.,  1989). 
La  structure multifonctionnelle de  cette enzyme présenterait de  nombreux avantages 
puisque les  intermédiaires de  la  synthèse sont directement transtërés d'un site à l'autre et ne 
sont pas diJués dans  le cytosol. De plus, dans un tel  complexe, les modifications allostériques 
d'un  site.  suite  à  la  liaison  d'un substrat,  peuvent  être  communiquées  à  un  autre  site  et 
affecter son  activité.  Ainsi,  Moore et ses collègues avaient noté  que  les  activités de  l'énoyl 
réductase (ER) et de  la  cétoacyl  réductase (KR), des  enzymes impliquées dans des  réactions 
de  réduction, nécessitent deux  molécules différentes de  NADPH.  Des substitutions d'acides 
aminés  du  site  de  liaison  de  l'ER réduisaient J'activité catalytique de  la  KR  (Moore  et  al., 
2005). 9 
Seule  la  forme  dimérique  de  l'enzyme est active.  La  dissociation  de  l'enzyme  en 
monomères conduit à l'inactivation enzymatique de  la  FAS  (Lornitzo et al.,  1975, Stoops et 
al.,  1975). Cependant sous forme monomérique, seule  l'activité de  la  ~-cétoacyl  synthase est 
perdue  alors  que  les  autres  activités  sont  conservées  (Butterworth  et  al.,  1967).  En  fait. 
l'activité de  la  FAS  dépend de  l'association étroite des  groupements thiols de  la  ~-cétoacyl 
synthase et  du  domaine  ACP  portés par l'une et  l'autre des  sous unités (Stoops and  Wakil, 
1981 b, Stoops and Wakil,  1981a). Donc, afin de minimiser la dissociation et pouvoir mesurer 
l'activité enzymatique de la FAS, la  lyse cellulaire est réalisée dans du tampon phosphate, qui 
stabilise cette association (Stoops et al., 1975). 10 
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Figure 3 :Localisation des  sites  fonctionnels  du  complexe multienzymatique de  l'acide gras synthase. A, 
Complexe  multienzymatique de  l'acide gras synthasc (Murray et  aL,  1995)  Le  complexe  est  un  dimère 
formé  de  deux  monomères  identiques.  Le  -SH de  la  4'-phosphopantéthéine  d'un  monomère  est  dans  le 
voisinage du  -SH de la cystéine  de  la  p-cétoacyl synthase de  l'autre monomère.  Chaque monomère renferme 
toutes  les activités partielles de  la  séquence des réactions,  mais  la  véritable  unité  fonctionnelle  est formée d'un 
demi-monomère réagissant avec  la  moitié complémentaire de  l'autre.  B,  Localisation des sites fonctionnels de 
l'acide gras  synthase  (Holzeï et  al.,  1989).  TE: Thioestérase ; ACP. "Acyl  carrier  protein" ,  ER.  Enoy\ 
réductase; KR  : ~-cétoacyl  réductase; DH  : ~-hydroxyacyl  déshydratase ; AT/MT: acétyl/malonyl transacylase Il 
iii. Réactions catalysées par  la FAS 
Les réactions catalysées par la FAS constituent une chaîne de réaction qui utilise 
1'acétyl-CoA et le malonyl-CoA afin de former le palmitate (fig 4). 
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Figure 4: Séquence des  réactions pour la synthèse des acides gras de novo par la  FAS animale (Smith, 2008). 12 
b. La transformation des acides gras 
i. Désaturation 
La  FAS  produit deux  acides  gras  à longues  chaînes saturées,  J'acide  palmitique  et 
l'acide stéarique. Ceux-ci subissent une  désaturation, par  introduction d'une double  liaison, 
au  niveau  de  la  position 69 donnant ainsi  l'acide palmitoléique et oléique, respectivement. 
Dans  le  réticulum  endoplasmique,  la  stéaroyl-CoA  désaturase  1  (SCD 1),  la  NADH­
cytochrome b5  réductase, le cytochrome b5 ainsi que de l'oxygène, du NADPH ou du NADH 
sont nécessaires pour catalyser cette réaction (Murray et al.,  1995).  La  SCD 1 ne  produit que 
des  acides gras  monoinsaturés.  Pour obtenir des  acides  gras  hautement  insaturés  (HUFA ­
« highly  unsaturated  fatty  acids »),  il  faut  l'intervention  de  la  65 désaturase  (D5D)  et 66 
désaturase (D6D) (Nakamura and Nara, 2004). Ces dernières introduisent des désaturations à 
leur position respective.  La  D6D est liée à la  membrane et catalyse la  synthèse d'acides gras 
polyinsaturés (PUFA)  (Nakamura and Nara, 2004).  La  D5D  catalyse  la  synthèse de  HUFA. 
Après désaturation par D6D et élongation par élongase,  la  D5D introduit une double liaison à 
la position 65 (fig.5) (Nakamura and Nara, 2004). 13 
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Figure 5:  Synthèse d'acides gras insaturés. EPA, acide eicosapentalleoïqlle, DHA, acide docosahexaenoïque 
(Nakamura and Nara, 2004) 
H.  Estérification 
L'estérification est l'étape suivante qui  va transformer les acides gras synthétisés en 
triglycérides (TG), la  forme  de réserve d'énergie de  l'organisme, emmagasinée dans  le  tissu 
adipeux.  Le  glycérol-3-phosphate  engendre  une  série  de  réactions  impliquant  plusieurs 
enzymes (fig.  6),  qui  aboutit à la synthèse des TG.  En  effet,  les acides gras à longue chaîne 
synthétisés  ainsi  que  ceux  provenant  de  l'alimentation  seront  acylés,  par  l'acyl  CoA 
transférase appropriée, afin  de  pouvoir continuer dans  la  voie  de  l'estérification (Bach  and 
Babayan, 1982). 14 
1 Glycérol-3-phosphate + 2 acyle-CoA 






Figure  6;  Synthèse  des  triacylglycérols  et  phospholipides,  adaptée  de  Hiiigartner  et  Charron,  1998 
(Hiligartner and Charron, 1998) 
Après l'estérification, les  triglycérides sont expOltés vers  les autres tissus pour y être 
soit  utilisés,  soit  entreposés.  Pour ce  faire,  ils  sont  d'abord  associés  aux  apoprotéines,  en 
particulier à l'apoprotéine BI00, afin  de  fonner des  lipoprotéines qui  sont  plus  solubles et 
transportables dans  le  plasma  (Zubay,  1983).  Les  lipoprotéines qui  assurent le  transport des 
triglycérides hors du  foie sont les VLDL (( very low-density lipoprotein ») (Zubay, 1983). 
iii. Devenir des acides gras ou la  ~-oxydation 
La  dégradation des  acides gras  se  fait  par  l'intermédiaire de  !a  l3-oxydation  dans  la 
mitochondrie. Les acides gras sont tout d'abord activés en dérivés d'acyl-CoA au  niveau  de 
la  membrane  par  l'acyl-CoA  synthétase,  en  présence  d'ATP,  pour  être  soit  estérifiés  ou 
oxydés (Bach and  Babayan,  1982). 
Dans la  voie de  l'oxydation, à l'aide de  la camitine palmitoyl-transférase 1(CPTI), 
les  acyl-CoA  à  longues  chaînes  peuvent  traverser  la  membrane  mitochondriale  et  être 15 
restitués  par  la  palmitoyl-transférase  II.  Ces  acyl-CoA  sont alors  oxydés  pour  fournir  de 
l'énergie à la  ce llule (fig.  7).  Cette oxydation est souvent associée à l'état de jeûne ou à une 
réduction de la concentration d'insuline. 
Les  2cides gras  qui  sent esté:"ifiés  OL:  (3-exydés  dans  te  foie  sont dérivés  des  acides 
gras  libres  dans  le  plasma,  de  la  synthèse  de  novo  des  acides  gras  et  des  processus 
lipolytiques intra-hépatiques (Bach and Babayan,  1982). Les contributions relatives de ces 
différentes sources d'acides gras,  pour une  utilisation  dans  le  foie,  sont variables et  sous 
un contrôle nutritionnel et hormonal. 
Les  acides  gras  qui  entrent  dans  la  voie  de  l'estérification  sont  retenus  dans  les 
hépatocytes pour  la  formation  des  phospholipides  membranaires  et  le  stockage  dans  les 
gouttelettes  de  triglycérides  où  ils  sont  secrétés  sous  forme  de  lipoprotéines  riches  en 
triglycérides. Une  inhibition de  la  lipogenèse de novo se  traduit par  une augmentation de 
l'oxydation  des  acides  gras  et  de  la  cétogenèse,  une  diminution  de  la  synthèse  de 
triglycérides,  et  une  diminution  de  production  de  VLDL  (Fukuda  and  Ontko,  1984). 
Lorsque la voie de l'estérification est stimulée, la  ~-oxydation  est inhibée. 16 
Figure 7 ; p-oxydation des acides gras. (E.Ophardt, 2003) 
iv. Métabolisme particulier des MCFA 
Les  MCfA sont  liquides  à  la  température  de  la  pièce.  relativement  solubles  dans 
l'eau. Ils sont de faibles électrolytes et sont très ionisés à pH neutre, ce qui augmente leur 
solubilité  dans  les  fluides  biologiques (Bach and  Babayan,  1982).  Ces  acides gras ne  se 
lient  pas  facilement  à  la  protéine  de  liaison  des  acides  gras  (fABP  - fatty-acid-bindmg 
protein)  et  ne  sont  pas facilement  estérifiés (Bach  and  Babayan,  1982).  Cependant,  les 
MCfA sont transportés sous forme soluble liés à l'albumine, bien que ce lien ne se fonne 
pas aussi facilement qu'avec les acides gras à chaînes longues (Bach and Babayan,  1982). 
La  majorité des  MCfA de  l'alimentation sont retenus  dans  le  foie  (Bach  and  Babayan, 17 
(982).  Ils semblent pénétrer dans les  hépatocytes de  façon  passive,  par simple diffusion. 
Les  MCFA, une  fois  dans les  hépatocytes, doivent être métabolisés (fig.  8).  Ils traversent 
ensuite très rapidement  \a  double membrane  de  la  mi tochondrie  sans  avoir  besoin  de  la 
présence  de  carnitine.  Dans  la  matrice  mitochondriale,  les  MCFA  sont  acylés  par  une 
acyl-CoA  synthétase  spécifique  (par  exemple,  l' octanoyl-CoA  synthétase  pour  l'acide 
octanoïque). Ces acyl-CoA mitochondriaux subissent une [3-oxydation permettant ainsi  la 
production  d'acétyl-CoA  qui  va  entrer  dans  les  différentes  voies  métaboliques  dans  la 
mi tochondrie ainsi que dans le cytosol (Bach and Babayan,  1982). 
Dans la mitochondrie, une  fraction  de  l'acétyl-CoA entre dans  le  cycle  de  Krebs  et 
est oxydée en CO2. Une grande partie de l'acétyl-CoA est transformée en corps cétoniques 
(cétogenèse) et une petite fraction sert à l'élongation des acides gras. Le  reste des acétyl­
CoA  produits est transporté  vers  le  cytosol  et peut être  utilisé pour  la  synthèse  de  novo 
d'acides gras et de cholestérol (Bach and  Babayan, 1982). 18 
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Figure 8:  Métabolisme  hépatique  des  acides  gras.  (Bach  and  Babayan,  1982)  TC,  triglycérides,  PL, 
phospholipide: CE,  cholestérol estérifiés: CPT,  carnitine palmitoyl transférase 
c. Transport des acides gras et captation 
L'albumine est le principal transporteur des acides gras dans le plasma.  El1e constitue 
50% des protéines dans le plasma. Cette protéine a un poids moléculaire de 66 200 Da et une 
chaîne polypeptide unique comprenant 17 ponts disulfures. Chaque molécule d'albumine est 
capable de  lier  10  molécules  d'acides gras.  Les  acides gras à chaînes  plus  longues se  lient 
plus  facilement  à  l'albumine  que  ceux  à  chaînes  plus  courtes.  Le  complexe  acide  gras  à 
longue  chaîne  et  albumine  rend' ces  premiers  plus  solubles  (Zubay,  1983).  Cependant,  ce 
mécanisme n'est pas l'unique mode de transport des acides gras. 
L'albumine lie les MCfA de manière beuacoup moins efficace.  Il  est donc plus rare 
que ces derniers empruntent cette voie afin de pénétrer la membrane cellulaire. 19 
Le  système de  transpol1  par  1ipoprotéines est  un  autre exemple du  transport facili té 
des  acides  gras.  II  fournit  les  tissus  en  lipides,  surtout  la  composante  acides  gras  des 
triglycérides,  pour  l'emmagasinage  ou  l'oxydation.  Les  lipoprotéines  sont  des  sphères  de 
diamètre décroiss::mt,  mais i  densité c;·oiss:lnte.  Elles sont constituées d\:n centre  liquid~  de 
lipides  hydrophobes (triglycérides, esters de  cholestérol) et  d'une portion externe de  lipides 
amphiphiles (phosphatidylcholine, cholestérol et apolipoprotéines) qui sont en contact avec le 
plasma. Ces lipoprotéines sont classées par ordre croissant de densité: les chylomicrons, les 
VLDL, les LDL  (<<  low-density lipoprotein »),  les mL (<<  intermediate-density lipoprotein »), 
les HDL  (<<  high-density lipoprotein »)  et les  VHDL  (<<  very  high-density lipoprotein »).  En 
24 heures, 70  à  150  g de  triglycérides sont ainsi  transportés de  l'intestin et du  foie  vers  les 
autres  tissus  (Zubay,  1983).  Les  chylomicrons  sont  les  lipoprotéines  qui  transportent  les 
acides gras depuis l'intestin, alors que  les  VLDL se  chargent du  transport à partir du  foie 
(Brown et al., 1981). 
Les  acides  gras  peuvent  avoir  plusieurs sources,  telle  la  diète,  le  tissu  adipeux  ou 
encore la  lipogenèse hépatique. En effet dans le système de transport exogène des lipides, ces 
derniers sont incorporés par l'intestin en  chylomicrons gui  se lieront à la  lipoprotéine lipase 
afin de  libérer des acides gras et des monoglycérides, et cela dans un  temps très court (demi­
vie  du  chylomicron  - 4  à  5  minutes)  (Brown  et  al.,  1981).  En  se  débarrassant  des 
triglycérides,  le  chylomicron  rétrécit,  mais  retient  son  ester  de  cholestérol  et  ces 
apolipoprotéines (Brown et aL,  1981).  Il  se dirige vers le  foie,  où  il  se  lie à un  récepteur à la 
surface de  la cellule hépatique.  Par endocytose,  il  est immédiatement internalisé et  dégradé 
dans  les  lysosomes  (Brown  et  aL,  1981).  Le  système  de  transport  endogène  des  lipides 
implique le foie, où ces derniers sont incorporés dans les  lipoprotéines pour le  transport vers 
le  tissu adipeux (Brown et aL,  1981). Les VLDL produites interagissent avec  la  lipoprotéine 
lipase  dans  les  capillaires,  libérant  la  plus  grande  partie  des  triglycérides  (demi-vie  de  la 
VLDL - 1 à 3 heures) (Brown et aL,  1981). Ces VLDL épuisées peuvent entrer directement 
dans la  cellule ou  se  transformer en  LDL et  intégrer  la  cellule, tous  cela  en  s'associant au 
récepteur  de  LDL.  Elles  seront  par  la  suite  acheminées  aux  lysosomes,  où  elles  seront 
dégradées  en  libérant  du  cholestérol,  entre  autres  (Brown  et  aL,  1981).  FAT/CD36,  un 
récepteur de  classe B,  est une  protéine  de  88  kOa,  qui  se  retrouve  sur  les  membranes  des 
cellules  des  tissus  utilisant  beaucoup  d'acides  gras,  tels  les  hépatocytes  (Abumrad  et  al., 20 
1998).  Ce dernier semblerait contribuer au  transport direct à travers  la  membrane.  CD36 est 
impliqué entre autres dans  le  transport des  acides gras à longue chaîne et  des  LDL  oxydées 
(Chirala et al.,  2003).  Dans  les  souris génétiquement obèses,  le  niveau  d'ARN messager de 
CD36  dans  le  foie  est  15  fois  plus  éle\é que  dans  les  sou:'is  rlOrmaks.  Cette  prottinc est 
recrutée des sites intracellulaires à la  membrane en réponse à l'insuline (Black and  DiRusso, 
2003).  Lorsque  ces  lipides  entrent  dans  la  cellule,  par  endocytose  du  complexe,  ils  sont 
dégradés et produisent des acides gras.  SR-BI,  un  autre récepteur « scavenger » de  classe B, 
serait impliqué dans  le  transport des acides gras  et  plus  précisément comme récepteur pour 
les HDL (Trigatti et aL,  2003), dans la  captation sélective des esters de  cholestérol  des  LDL 
et la  captation sélective du  cholestérol des HDL  (Rhainds et al.,  2003).  On  le  trouve sur les 
tissus impliqués dans  le  métabolisme du  cholestérol, et donc à la  surface des hépatocytes où 
est synthétisé  ce  dernier  (Rhainds  and  Brissette,  1999).  Lorsque  ces  lipides  intègrent  la 
cellule  et  sont  hydrolysés,  ils  génèrent  également  des  acides  gras  et  du  cholestérol,  entre 
autre, qui  seront par la suite utilisés dans  la  formation de nouvelles lipoprotéines, ou  encore 
excrété en  ce qui concerne le cholestérol (Brown et al.,  1981).  Le  rôle de ces récepteurs dans 
la  captation des MCFA, et en  particulier celui de  SR-BI, n'est pas encore caractérisé, vu  que 
ces  derniers  peuvent  possiblement  traverser  la  membrane  cellulaire  par  simple  diffusion 
(Bach and Babayan, 1982). 
II.  Régulation de la FAS 
a. Le gène FAS 
Le gène FAS, chez l'humain, se  trouve sur le chromosome 17 au  locus  17q2S.  Il code 
pour  l'enzyme  FAS,  essentielle  à  la  survie  de  l'organisme.  En  effet,  cette  protéine  est 
indispensable au développement emblyonnaire. La tentative d'obtention de souris KO pour le 
gène  FAS  a  montré  que  l'oblitération  de  l'expression  du  gène  était  létale  avant  mème 
l'implantation dans  l'utérus (Chirala et  aL,  2003). Chez l'oie,  la  région  codante du  gène est 
localisée sur  environ 40  kpb alors que  la  taille  totale  du  gène  est de  50  kpb  (Kameda and 
Goodridge, 1991). Chez le rat, le gène fait 20 kpb comportant 43  exons dont 42 sont codants 
(Amy  et  al.,  1992).  Chaque  domaine  catalytique  de  l'enzyme  est  codé  par  des  exons 21 
spécifiques.  Les exons 2 à 8 codent pour  le domaine  ~-cétoacyl  synthase.  Les exons 9 à 15 
codent pour l'acétyl/malonyl transacylase (Amy et aL,  1992, Beck et aL,  1992).  Les exons  16 
à  21  codent pour  le  domaine  ~-hydroxyacyl  déshydratase.  Les  exons  29  à 32  codent  pour 
l'cnoyl réJuctasè, les  exons 33  à 37 pour le domaine  ~-cétoréduclase,  ïexon 38 pour l'ACP 
et les exons 39 à 43  pour la thioestérase. 
L'expression  du  gène  de  la  FAS  est  régulée  par  les  hormones  et  les  nutriments 
(Goodridge,  1973).  Dans le  promoteur du  gène du  rat,  on a identifié la  présence d'éléments 
de réponse aux glucocorticoïdes (GRE), aux  œstrogènes CERE),  à la  T) (TRE)  (Amy et al., 
1992, Beck et al.,  1992); dans celui de  l'oie, la présence de sites consensus TRE, GRE et de 
site de  fixation  de CIEBP ("CAAT enhancer binding protein") a été observée (Kameda and 
Goodridge,  1991).  Nous avons au  laboratoire clairement identifié la  présence d'un site TRE 
sur le gène de  l'oie entre -741  et -696 pb (Radenne et al., 2008). 
L'ARNm de  la  FAS  est  détectée  en  quantité  abondante  au  niveau  hépatique  chez 
diverses espèces mais aussi dans d'autres tissus comme le  tissu adipeux, le placenta,  le cœur, 
les  poumons  ou  encore  le  cerveau  (Goodridge,  1973,  Marseille-Tremblay,  2006).  La 
modulation  nutritionnelle  ou  hormonale  de  la  quantité  d'ARNm n'est cependant  observée 
qu'au  niveau  hépatique  (Clarke,  1993,  Laux  and  Schweizer,  1990).  Cette  modulation 
spécifique au  niveau du  foie  nous permettrait donc d'envisager une inhibition de la  synthèse 
de nova des acides gras sans atteinte au niveau d'autres tissus où elle peut être critique tel que 
lors de la synthèse de surfactant au niveau des poumons. 
b. La régulation hormonale 
i. Régulation de la FAS par l'insuline 
L'insuline  est  une  hormone  synthétisée  sous  forme  de  précurseur  au  niveau  du 
pancréas.  Cette  molécule  subit  ensuite  deux  clivages  pour  devenir  opérationnelle  et  est 
emmagasinée dans  des  granules de  sécrétion (Hall et al.,  1990).  La  sécrétion d'insuline est 
régulée physiologiquement par l'augmentation du taux plasmique de glucose. 
L'insuline est très impliquée, entre autres, dans le  métabolisme du  glucose mais elle 
joue également un  rôle important dans  la  synthèse de glycogène, dans  la  mitogenèse et dans 22 
la  transcription de  nombreux gènes  (Mounier and  Posner,  2006).  Cette  hormone  peptidique 
synthétisée  dans  le  pancréas par  les  cellules  ~  peut avoir des  effets  positifs ou  négatifs sur 
l'expression  des  gènes,  particulièrement dans  le  foie,  un  organe  cible  majeur  de  l'insuline 
(Williams and  Larser::,  2003).  Elle f:J\'orise  le  trJ:isport  èL:  glucose  et  des  acides aminés,  la 
transformation des sucres en glycogène et triglycérides. Elle agit sur la cellule en se fixant sur 
son  récepteur au  niveau  de  la  membrane,  ce  qui  induit  un  changement de  conformation de 
celui-ci (Mounier and  Posner, 2006). Ce changement active différentes voies de  signalisation 
dans la  cellule (fig.  9).  L'insuline module donc  la  transcription des  gènes  en  influençant le 
ni veau  d'expression, la  [oca lisation,  la  fixation  et  l'activité transcriptionnelle de  nombreux 
facteurs de  transcription qui  se  fixent sur des éléments de  réponse à l'insuline situés pour la 
grande majorité dans les régions promotrices de  gènes (Zhang, 2002).  Au  niveau  hépatique, 
les  facteurs  de  transcription  qui  médient  l'action  inhibitrice  de  l'insuline  sont  surtout 
majoritairement des facteurs appartenant à la famille des Faxa  tandis que l'action positive est 
particulièrement  médiée  par  le  facteur  SREBP-l  (( sterol-response-element-binding 
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Figure 9: Voies de signalisation activées par l'insuline et réponses physiologiques. (Zhang, 2002) 23 
Dans le foie,  l'insuline a un effet inducteur sur plusieurs enzymes lIpogéniques, dont 
la  FAS  (Hillgartner  and  Charron,  1998).  Le  premier  TRE  (<<  insulin-response-element ») 
caractérisé  dans  le  promoteur  du  gène  FAS  était  le  -65E-box  qui  lie  les  facteurs  de 
transcription  USF-l  et  2  «(upstream  <>timilatory  tàctor»)  L'j!"!duction  maximale  par 
l'insuline  requiert  cependant  deux  autres  sites  de  liaison  pour  la  protéine  SREBP-I c. 
L'insuline induit la  transcription de  la FAS en augmentant la  production de SREBP-lc, qui se 
lie  sur  un  élément  SRE  situé  à-ISO bp.  De  plus  elle  interagit  aussi  avec  les  USF  afin 
d'assurer une forte activité transcriptionnelle.  Il  semblerait aussi .que  les NF-Y et  Spi soient 
également  impliqués  dans  la  régulation  de  la  transcription  du  gène  FAS  en  réponse  à 
l'insuline et aux glucides (fig.  JO)  (Mounier and  Posner, 2006). 
SRE  '\F-\'  Sp]  E-box 
Figure 10 :Sites de réponse à l'insuline sur le  promoteur du gène FAS (Mounier and Posner, 2006) 
iL Régulation de la FAS par la T3 
La  différentiation  cellulaire,  l'expression  des  gènes,  le  développement  et  même  le 
métabolisme  sont régulés  par  les  hormones  thyroïdiennes.  La  glande  thyroïde  produit deux 
hormones:  la  3,5,3'  TJ  et  la  3,5,3',5'  tétraïodothyronine  (T.  ou  thyroxine)  à partir  de  la 
thyroglobuline. Cette molécule précurseur est iodinée sur les résidus tyrosine pour former des 
mono- et diiodotyrosines (MIT, DIT) qui sont par la  suite couplées pour donner la T] et la T•. 
Dans  l'organisme,  la T. est plus abondante que  la  TJ ,  mais cette dernière a une  plus grande 
affinité avec le récepteur et donc possède la majorité de ['activité biologique. 
Les  récepteurs  thyroïdiens  sont  des  membres  de  la  grande  famille  des  récepteurs 
hormonaux nucléaires. Deux gènes,  localisés sur les chromosomes  17  (THRA) et 3 (THRB), 
codent respectivement pour les  récepteurs  des  hOlmones  thyroïdiennes  (TR),  TRa et  TRp. 24 
Chaque gène, par épissage alternati L donne naissance à di fférents  isoformes du récepteur: al 
et 0.2 pour THRA ou  ~ l,  ~2 et ~3  pour THRB. Ils sont impl iqués dans la plupart des effets de 
la T3 et sont liés à la chromatine meme en absence de ligand (Greenspan and Gardner, 2001). 
Le récepteur est formé  de trois parties: le domaine de  liaison à l'ADN, le domaine de  liaison 
au  ligand et  la région « Hinge », un  domaine amino-terminal (Yen, 2001).  Le  récepteur a une 
très grande affinité pour le TRE, situé généralement en  aval  d'un gène cible.  Les TR se  lient 
en monomères, homodimères  ou  hétérodimères,  le  plus  souvent avec  le  récepteur de  l'acide 
rétinoïque (RXR) pour l'hétérodimérisation. Cette hétérodimérisation facilite  la  liaison du TR 
au TRE (Sugawara et al.,  1993). 
Le  TR inhibe  les  gènes  positivement régulés par TJ  en  l'absence de  cette dernière. 
Cette activité inhibitrice est induite par  le  domaine de  liaison au  ligand  du TR,  la  liaison de 
l 'hormone au  TR  annulant cette  inhibition  (Zhang et  al.,  1991).  Cette  liaison  engendre des 
changements de  conformation et  l'hétérodimérisation avec le RXR sur  le TRE, qui  permet à 
la  TJ  de  moduler l'activité transcriptionnelle.  Dans  la  régulation du  gène  de  la  FAS,  la  TJ 
entraîne  une  augmentation  de  l'activité  enzymatique  de  3  fois,  lorsqu'elle  est  seule.  En 
présence d'insuline, l'augmentation observée varie  de  9 à  14  fois.  Il  y aurait donc  un  effet 
synergique entre la  T] et  l'insuline, la TJ ayant un  effet  inducteur plus efficace en  présence 
d'insuline (Radenne et al.,  2008,  Wilson et  al.,  1986).  La  régulation de  la  transcription  du 
gène  de  la  FAS  par T3  impliquerait un  rôle  important  de  la  phosphorylation  (Roncera  and 
Goodridge,  1992b).  Des  travaux  au  laboratoire  démontrent  l'implication  de  l'action  des 
sérine kinases (Radenne et al.,  2008) et donc  une action non  génomique de  la T] (Radenne et 
al.,  2008)  dans  la  modulation  de  la  transcription  de  gène.  En  effet,  d'après  Radenne  et 
collègues  (Radenne  et  al.,  2008),  il  semblerait qu'un  mécanisme  de  phosphorylation  serait 
impliqué dans cette régulation du  gène FAS par la T]. Ce mécanisme semble etre général aux 
gènes régulés par la TJ,  vu qu'il est également observé lorsqu'on utilise un TRE synthétique, 
le  DR4  (Radenne  et  al.,  2008).  Ce  serait  via  un  mécanisme  d'action  non-génomique  au 
niveau du TRE par l'activation d'une cascade de signalisation PI3K-ErkI/2-MAPK (Radenne 
et al., 2008). 25 
c.  La régulation nutritionnelle 
i. Régulation de la FAS par les glucides 
L'activité de  la  FAS  augmente chez les  sujets nounis normalement et  diminue chez 
ceux  à  l'état de  jeûne.  Cette  augmentation  est  en  partie  attribuable  au  glucose  (Laux  and 
Schweizer, 1990). En fait,  le glucose augmente la transcription de nombreux gènes impliqués 
dans la lipogenèse telle que  l'enzyme malique et  la FAS  (Katsurada et al.,  1990).  Les  effets 
du  glucose sont visibles au  niveau  de  la  transcription pour ces deux  gènes (Hillgartner and 
Charron,  1998) . Le glucose doit être tout d'abord phosphorylé en glucose 6-phosphate par la 
glucokinase (GK)  pour avoir un effet inducteur (Foufelle et al.,  1996). 
L'action  du  glucose  au  niveau  du  promoteur  est  médié  par  les  ChREBP 
(<< carbohydrate  responsive  element  binding  protein »)  qui  reconnaissent  la  séquence  «E 
box» située  sur le  promoteur du  gène de  la  FAS.  En  l'absence de  glucose,  la  ChREBP est 
phosphorylée  et  localisée  dans  le  cytosol  de  la  cellule.  Sa  translocation  vers  le  noyau  est 
induite  suite  à  l'entrée de  glucose  dans  la  cellule,  entraînant  une  déphosphorylation  de  la 
protéine. La protéine phosphatase 2A  (PP2A) qui  est responsable de  cette déphosphorylation 
serait activée par le  xylulose 5-phosphate (X5P), un  métabolite du  glucose généré par la  voie 
glycolytique (Doiron et aL, 1996). 
iL  Régulation de la FAS par les acides gras polyinsaturés 
Les acides gras ingérés dans l'alimentation ont un rôle  inhibiteur sur la  formation des 
lipides,  particulièrement en  modulant  la  transcription  de  plusieurs  gènes  de  la  lipogenèse. 
L'expression  de  l'ACC,  l'enzyme  malique,  la  FAS,  la  pyruvate  kinase  et  la  SCD-l  est 
diminuée de  60-90% par des diètes riches en  acides gras  polyinsaturés  (PUF A)  (Clarke and 
lump,  1994).  L'action  des  acides  gras  polyinsaturés  se  ferait  par  deux  voies  (fig.  11).  La 
première  voie,  impliquant  les  facteurs  de  transcription  ppAR  (Peroxisome  proliferator 
activated receptor),  serait responsable de  l'augmentation et  de  la  répression  de  l'expression 
des  gènes  par  une  interaction  avec  le  PPRE  (peroxisome  proliferator  responsive  element). 
L'autre voie,  indépendante  des  PPAR,  impliquerait  un  mécanisme  de  répression  spécifique 26 
aux PUFA. En effet une PUF A-BP (polyunsaturated fatty acid binding protein) se lierait à un 
élément de réponse aux acides gras polyinsaturés (PUF A-RE) situé sur les  promoteurs de ces 









Figure  Il :Mécanismes  de  régulation  transcriptionnelle  des  gènes  par  les  acides  gras  polyinsaturés 
dépendante et  indépendante  des  PPAR- (Sessler and  Ntambi,  1998).  PUFA:  Acides  gras  polyinsaturés; 
R..,,(R:  Récepteur à I"acide  rétinoïque,  PPRE: élément de  réponse  de  prolifération  du  peroxysome;  PUFA-RE: 
Elément de réponse aux  PUFA 
iii. Régulation de la FAS par les acides gras à chaîne moyenne 
Le mécanisme d'inhibition de  la  FAS  par les acides gras à chaîne moyenne (MC FA) 
reste encore inconnu et c'est en partie le but de notre étude. Il  a été cependant montré que les 
MCFA ont un  rôle physiologique et que leur présence inhibe spécifiquement l'augmentation 
synergique  de  l'activité  de  la  FAS  induite  par  l'insuline  et  la  T3  (Sawadogo,  2006). 
L'inhibition de  l'activité de  l'enzyme par ces agents est en  effet sélective et spécifique, vu 
qu'ils n'inhibent en  rien  la  transcription de  la  ~-actine  et que  des  acides gras à chaîne plus 
longue ou plus courte  n'auraient aucun effet (Roncero and  Goodridge,  1992a). L'hexanoate 
et 1'octanoate inhibent  la  transcription du  gène FAS  dans les  CEH dès  30  minutes (Roncero 27 
and  Goodridge,  1992a).  Cette  inhibition de  la  transcription,  médiée  par  les  MCFA,  semble 
avoir lieu  au  niveau du  TRE, en ce qui  concerne  l'enzyme malique, une  autre enzyme de  la 
lipogenèse  (Thurmond  et  al.,  1998).  Cependant,  les  MeFA  ne  semblent  pas  moduler  la 
fixation  de  l'hormone  sur  son  récepteur,  ni  du  TR  SU!'  le  TRE  (Thurmond  et  aL,  1998, 
Roncero  and  Goodridge,  1992a).  Il  a  été  suggéré  que  l'inhibiteur actif est  un  dérivé  des 
MCFA mais son identité reste à confirmer (Roncero and Goodridge,  J992a). 
Différentes  hypothèses  peuvent  être  émises  quand  au  mécanisme  de  régulation  de 
FAS par la T3• Les MCFA ou plus probablement leurs métabolites moduleraient la maturation 
de  SREBP-l, entraînant ainsi  une inhibition de  la  transcription induite par la T3 et  l'insuline 
(Zhang et al.,  1991). Une autre hypothèse serait que ces acides gras agiraient par leur fixation 
sur un  récepteur de  type  GPCR (G  protein coupled receptor)  (Brown  et  al.,  2005a) et donc 
activeraient  différentes  cascades  de  signalisation  pouvant  moduler  le  niveau  de 
phosphorylation ou  d'acétylation du  complexe TRJRXR ou  des différents co-activateurs ou 
corépresseurs (Yen, 2001). , 
RESULTATS
 RÉSULTATS 
I.  Rôle de l'hexanoate dans l'inhibition de l'activité de la FAS 
Cet  article  a  été  soumis  dans  Lipides  en  2008.  JI  a  été  refusé  et  des  expériences 
complémentaires sont en cours. JI devrait être resoumis à Lipides sous peu. 
En tant que premier auteur j'ai effectué la majeure partie des expériences et a écrit le 
manuscrit.  Le  second  auteur a fait  plusieurs expériences sur l'activité enzymatique,  sur  la 
captation et le  profile lipidique. J'ai par la suite répété la plupart de  ces expériences afin de 
permettre  des  analyses  statistiques  valables.  Le  troisième  auteur  réalise  les  expériences 
complémentaires  afin  de  resoumettre  l'article  et  le  dernier  auteur  est  le  directeur  de 
recherche. 
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ABSTRL\CT - Fatty acid synthase is  responsibJe  for  the de nova synthesis of palmitate and 
stearate. This enzyme is activated by  insulin and Tl and  inhibited by  fatty acids.  In  this study, 
we  show  that  insulin  and  T]  have  an  inducing effect on  FAS  enzymatic  activity,  which  is 
synergetic when both hormones are present Octanœte and  he:xanoate specifically ir.hibit this 
honnonal effect. Using bromo-hexanoate, we determined that C6  needs to  be  transformed  to 
act  Incubation  of cells  with  triglyceride-hexanoate  or  carnitine-hexanoate  does  not  affect 
insulin  and  Trinduced FAS  enzymatic  activity.  The  same  result  was  obtained  when  cells 
were  incubated  with  betulinic  acid,  an  inhibitor  of  the  diacylglycerol  acyltransferase. 
However, the incubation of cel1s with Triacsin C, a general inhibitor of  acyl-CoA synthetases 
completely  reversed  the  inhibitory  effect  of hexanoate.  This  suggests  that  an  acyl-CoA 
derivative ofhexanoate inhibits the insulin and Trinduced FAS activity. 31 
I;\fTRODCCTION 
Lipogenesis,  in  humans  as  in  birds,  takes  place  mainly  in  the  liver  [1].  Fattyacid 
synthase (FAS) (EC.2.3.1.85)  is a key enzyme of lipogenesis, and  is  expressed mainly in  the 
liver  In  the  presence of NADPH, this multifunctiona! enzymatic comple.'::  is  responsible for 
the  production of palmitate from  acetyl-CoA  and  malonyl-CoA  [2].  The  activity of hepatic 
FAS, as  most lipogenic enzymes [3], is regulated through nutrients and  hormones. Starvation 
causes decrease in  FAS enzymatic activity and transcription while refeeding restores it  [4, 5]. 
In  fact,  insulin [6]  and  triiodothyronine (T}) [3,7] will stimulate its activity, whereas medium 
chain  fatty  acids  (MCFA)  decrease  it  [8].  Insulin  increases  FAS  activity  by  enhancing 
transcription  through  the  modification  of transcription  factors'  binding  on  the  insulin 
response element (IRE) located on the promoter [6]. We recently demonstrated that insulin is 
also able to modu1ate FAS transcription through a specifie T} response element (TRE) [9]. T} 
regu1ates FAS through a direct genomic action on the TRE but also via a non genomic action 
involving  the  activation  of a PI3-kinase-ERK 112  MAPK  signaling  pathway  [9].  MCFAs 
inhibit  FAS  activity  by  a  still  unknown  mechanism  but  their  effect  also  appears  to  be 
transcriptional [8]. The inhibition of FAS through MCFA  is selective and specific, since they 
do  not inhibit  ~-actin  transcription and the  longer or shorter fatty acids have no  effect [8].  In 
the  present study,  we  have shown  in  chick embryo hepatocytes (CEH),  that  hexanoate  and 
octanoate  specifically inhibit insuhn and Trinduced FAS  activity. This C6  is  rapidly taken 
up  by the cells and mainly metabolized in triglycerides and cholesterol esters. Using specifie 
inhibitors  of MCFA  metabolism,  it  appears  that  the  acyl-CoA  hexanoate,  is  directly 
responsible for the inhibition of the insulin and Trinduced FAS activity. 32 
MATERIALS AND METHÛDS 
/vlateria/s  - Eggs  from  white  Leghorn  chickens  were  purchased  from  Couvoir  Simentin 
(Mirabel,  Quebec).  Waymouth  medium,  T3,  insulin,  hexanoate,  octanoate,  Etomoxir, 
Bctulinic  acid,  âcetyl-CoA,  malonyl-CoA,  NADPH,  sodium  ['4C]-haüJ1uütc  wcre  obtaineà 
from Sigma Aldrich (Saint Louis, Missouri). Triacsin C was  obtained from Biomol Research 
Laboratories  (Cedarlane  Laboratories,  Hornby,  ON).  Collagenase  H  was  obtained  from 
Roche Diagnostic (Laval, Quebec). Unless otherwise specified in  the  text, ail other chemicals 
were purchased from Sigma. 
Ce!!  Culture - Chick  embryo  hepatocytes  (CEH)  were  isolated  from  Iivers  of 19-day-old 
chick embryos [IJ  (protocol  # 590 approved by the University animal care comity). 2.5  x 10
6 
cells were plated in 35  mm dishes and cultured at 40
üC under 5% CO2 in  Waymouth medium 
supplemented  with  streptomycin  and  penicillin.  After 24  h,  the  medium  was  removed  by 
aspiration  and  replaced  by  medium  supplemented  with  1.6  flM  of TJ  and/or  100  nM  of 
insulin, and  incubated for an additional 24h. The incubation was  a]so  performed  in  presence 
of 1  ~lM  MCFA (hexanoate  or  octanoate),  triglycerides-hexanoate  or  camitine-hexanoate. 
The triglycerides were coupled  to  bovine serum albumin  (BSA) at alto 4 ratio  in  order to 
facilitate their entry into  the cell  [10]. The experiments using radio-Iabeled compounds were 
performed with ['4C]-hexanoate that was added  to  the  medium after a pre-incubation of 24h 
with the  various  hormones, for  either  1h or 24  h.  For  the  experiments  using  inhibitors,  the 
CEH  were  pre-incubated  for  30  minutes  with  either DMSO  0.5%,  1 ~M  Etomoxir,  1 ~M 
Betulinic acid or 5 ~M Triascin C, followed by the hormonal treatment  for 24  h. 
FAS activity - As  previously described, FAS activity was measured by tracking the decrease 
of absorbance  at  340  nm  as  a result  of NADPH  disappearance  due  to  the  conversion  of 
malonyl-CoA and acetyl-CoA into long chain fatty acids [II]. 
Fatty acù/ uptake - CEH  were  incubated  in  serum  free  Waymouth  medium  supplemented 
with  hormones,  inhibitors and  ['4C]-hexanoate  for  24  h as  indicated  on  the  figure  legends. 
The uptake was stopped with a pre-heated solution containing 0.5% BSA prepared in  IX PBS 
and  0.9% NaCi. The cells  were  then  stripped  and  Iysed  in  0.1  M NaOH  ovemight at 4°C. 
Cel1s  lysates  were  counted  by  ~-scintillation  with  the  Liquid  scintillation analyzer Tri-carb 
2800 TR (Perkin Elmer, Quebec). 33 
Lipid Prujlle - CEH  were  incubated  in  serum  free  Waymouth  medium  supplemented  with 
hormones,  inhibitors  and  C~c]-hexanoate  for  24  h as  indicated  on  the  figure  legends.  The 
uptake was  stopped  with 0.2% BSA in  PBS.  The lipids  were  extracted from  the cells for  1 h 
in  a  hex::me:  isopropanol  mix  (3 :2,  v/v).  The  Iys:ltes  \Vere  subsequently  evaporated  under 
nitrogen  and  re-suspended  in  50  flL  of chloroform.  The samples and  standards  (cholesterol 
and  cholesteryl  oleate)  are  then  migrated  on  a TLC  silicate  plate  in  a solution  containing 
petroleum ether, anhydrous ether and  glacial acetic acid  (90: 10: 1),  and revealed  in  an  iodide 
saturated chamber. The strips ,vere then cut read by scintillation L1sing the  Liquid scintillation 
analyzer Tri-carb 2800 TR (Perkin Elmer, Quebec). 34 
RESULTS 
RaIe ofinsulin, Ti and MCFAs on FAS enzymatic activity 
Various  studies  have  already  demonstrated  that  in  liver  Tl  and  insulin  are  able  to 
i;lc~ease  FAS  enzy:natic  activity :md  expression  [3,9, 1:2,  13].  Incubation of the  CEH  with 
100  nM  insulin or  1.6  ~lM  Tl increases FAS  activity by about 3 fold  and  in  presence ofboth 
hormones, an  important synergistic effect  is  observed (14  fold,  Fig.  1A).  Similar hormonal 
effects  are  observed  measuring  the  promoter activity  demonstrating  that  this  regulation  is 
transcriptional [9]. Addition of 11lM hexanoate or octanoate does not modify basal, insulin or 
Trinduced FAS  enzymatic  activity. When MCF As  were  used  in  concordance  with  insulin 
and Tl, they had an  inhibitory effect on FAS enzymatic activity of about half(Fig. lB and C). 
The  inhibition was  even  more  effective  when  hexanoate was  used  (50%)  compared  to  the 
effect of octanoate (40%). Therefore, in  the  rest of our study, we  have  focused  on  the effect 
ofhexanoate. 
Eflect ofhormonal (reatment o/hexanoate uptake 
Our  previous  data  demonstrated  that  C6  only  inhibits  FAS  enzymatic  activity  in 
presence  of both  insulin  and  Tl'  However,  we  could  not  exclude  that  in  absence  of both 
hormones, the  MCFAmay not efficiently penetrates into  the  cell.  In  order  to  eva1uate  this 
hypothesis,  we  measured  the  uptake  of ['4C]-hexanoate  in  each  hormonal  condition.  ln 
absence  of any  hormonal  treatment,  C6  efficiently  enters  the  cel!,  however  this  uptake  is 
significantly increased by the presence of either insulin, T)  or both  hormones (Fig.  2A).  We 
have to  note that regardless of the  hormonal treatment used,  the  ['4CJ-hexanoate was able  to 
enter the  cell  unhindered and  this  in  a very short  time.  After only  1 h,  the  levels of C
4C]­
hexanoate found  in the ce11s are comparable to those fOLlI1d  in cel1s exposed  for 24  h. 
Pretranslalional efJect o/hexanoate  on FAS enzymatic aclivily 
The  literature shows that  FAS  is  mainly regulated  at  the  transcriptional  level  [8].  ln 
addition, Goodridge and  collaborators  had  suggested that MCfAs  may down  regulate  malic 
enzyme  activity  through  an  inhibition  of transcription  [8,  l4J.  Therefore,  we  evaluated  at 
which leve1  the  hexanoate was acting to  inhibit FAS activity.  For this,  we  added  the MCFA 
to  the  reaction  buffer just before  measuring the  enzymatic activity.  As  depicted  in  Fig.  2B, 
the hexanoate needs to  be present in  the cell  in order to efficiently inhibit the  insulin and Tr 
induced FAS activity (Fig. 2B)  while the presence of C6  in the reaction buffer has  litt1e or no 35 
effect.  In  agreement with  previous  data,  our  results suggest  that  the  MCFA  modulates  the 
level  of FAS  expression,  probably  by  modulating  the  transcription  and  has  no  allosteric 
effect. 
f,fJect nfMCFAs metaholites on  FAS en=vmatic activitv 
As  MCFAs  taken  up  by  the  cells  are  rapidly  metabolized  [15J,  we  analyzed  the 
cellular lipid  profile after  incubation of celis for  24  h with  ['4C]-hexanoate.  As  depicted  in 
table  l, we  show that about 60% of hexanoate that enters into  the cells nevertheless ends up 
in  the triacylglycerol fraction. The presence of both insulin and T3 even increases it to almost 
66%. The rest of the MCFAs  end up  into cholesterol ester (around 25%)  and  phospholipids 
(around  10%).  However,  the  presence  of the  two  hormones  decreases  this  conversion 
orienting the  MCFA towards the  esterification pathway.  These resu]ts may  suggest that  the 
glycerol-hexanoate was to have the same effect on FAS enzymatic activity as C6. 
Subsequently, we  devised a strategy that should enable us  to  determine if hexanoate 
really needs to  be  modified in order to  inhibit FAS  enzymatic activity (Fig.  3A). In  Fig.  3B, 
we  observed that bromo-hexanoate, a form  of hexanoate that cannot be  metabolized, has  no 
inhibitory  effect  on  insulin  and  Trinduced  FAS  enzymatic  activity,  thus  suggesting  the 
implication of a metabolite.  Incubation of cells with  either glycerol-hexanoate (Fig.  3C)  or 
carnitine-hexanoate  (Fig.  3D)  does  not  reveal  any  inhibition  of FAS  enzymatic  activity. 
Taken together, our results suggest that even if after 24 h the  MCFA  is mainly metabolized in 
triglycerides,  it  does  not  appear  to  be  esterified  or  ~-oxidized  in  order  to  modulate  FAS 
enzymatic activity. 
Role ofthe inhibitors offatty acids metabolism on the effect ofhexanoate 
In  order to  validate our  previolls data,  we  used  speciiïc pharmaceutical  inhibitors to 
evaluate the raIe of each different lipid metabolic pathways. In Fig. 4A,  we observed that the 
inhibitory effect of hexanoate  on  insulin  and  Trinduced FAS  enzymatic  activity  remained 
even  when  the  cells  were  treated  with  Etomoxir,  an  inhibitor  of the  camitine  palmitoyl 
transferase  1 (CPTl). The same  is  true  in  Fig. 4B,  when the  cells are  treated  with  betulinic 
acid, a specific inhibitor of the diacylglycerol transferase (DGAT).  We  have  to  note  that the 
presence  of these  inhibitors  does  not  affect  the  C6  uptake  (Fig.  4D,  crossed bars).  These 
results confirm our previous observations suggesting that  hexanoate  is  not transformed  into 
TG-hexanoate or camitine-hexanoate in  order to  inhibit FAS  enzymatic activity.  The  Lise  of 36 
bromo-hexanoate demonstrates that  Co  needs however  to  be  metabolized.  It  was  previously 
demonstrated that as  soon as  the  MCFA  enters into the cell,  it  is  rapidly transformed  into an 
acyl-CoA  derivative, reaction catalyzed by  the  octanoyl-CoA synthase [16].  In  order to  test 
that  hypothcsis,  wc  cvaluatc:d  the  effect  of Triacsin  C,  a  gcneral  inhibitor  of acyl-CoA 
synthases [17], on  the  inhibitory eftèct of hexanoate. Under those conditions, we saw a total 
abolition of the  inhibitory effect induced by hexanoate, and  recuperated the synergistic effect 
seen when  the cells are stimulated  with  insu!in  and TJ (Fig.  4C).  As  observed for  Etomoxir 
and  betulinic Acid, the Triacsin Chas no effect on  Co  uptake (Fig. 4D, crossed bars). Taken 
together,  our  results  suggest  that  in  CEH,  C6  needs  to  be  converted  into  an  acyl-CoA 
derivative in  order to  inhibit insulin and TJ-induced FAS enzymatic activity. 37 
DISCUSSION 
Previous studies have shown that FAS  is  inhibited by MCFAs, such as  hexanoate and 
octanoate [8].  We  and  others have  observed that hexanoate and octanoate, but not decanoate 
nor butanoate (da!a no! sl1nwn,  [8]). can  inhibit FAS  enzymatic activity by  halL  but  only in 
the  presence of insulin and  TJ .  This inhibition  is  very  specific  to  those  two  fatty  acids,  and 
even  more pronounced with  hexanoate (about 50%)  than  with  octanoate (about 40%) (Figs. 
1Band C). In addition, the inhibitory effect of hexanoate appears to  be selective of lipogenic 
genes,  at  least  to  FAS  and  malic  enzyme,  because  DNA  content and  transcription  of the 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and beta-actin genes were not inhibited [8]. 
It  appears  that  hexanoate  mediates  its  inhibition  of  the  lipogenic  genes  at 
transcription  rates  and  did  so  within  30  min  of addition  [8].  This  was  confirmed  by  our 
experiment  showing  that  MCFA  inhibition  was  not  an  allosteric  competition  and  that 
hexanoate was able to enter the cell unhindered after just one hour. 
The mechanism of MCFA action  is  still  unknown.  However,  hexanoate  appears to 
target the  T3  response element  (TRE) on  the  malic  enzyme  promoter [\ 4].  This  fatty  acid 
does  neither modify the binding of TJ on  its nuclear receptor TR nor  modify the TR binding 
on  the  TRE  [14].  MCFAs  may  act on  a GPCR  activating downstream signaling cascades 
[18],  leading  to  the  phosphorylation  of  transcription  factors  bound  on  the  TRE  [19]. 
However,  this  hypothesis  is  unlikely  as  bromo-hexanoate  has  no  effect  on  insulin  and  Tr 
induced  FAS  acti vit)'  (Fig.  3B).  The  MCFAs  may  also  modulate  the  maturation  of the 
SREBP-Ic  transcription  factor  [20]  influenclng  the  effect  of  insulin  and  TJ  on  FAS 
expression. However, this latter hypothesis remains to be elucidated. 
Our  data show that  the  MCfA enter rapldly  into  the cel\.  It  is  weil  established that 
MCFA  uptake  occurs  by  simple  diffusion  without  any  implication  of specific  transporters 
[21, 22].  It is rapidly transformed into an acyl-CoA derivative through the action of a specific 
octanoyl-CoA  synthase  [16].  This  acylation  occurred  in  the  mitochondria  as  the  MCFAs 
crosses the  double mitochondrial membrane very  rapidly and,  unlike  long-chain  fatty acids, 
they do  not  require the presence of camitine palmityi  transferase [23].  This is  in  agreement 
with  the  fact that neither carnitine-hexanoate nor Etomoxir (inhibitor of CTPI) affect insulin 
and Trinduced FAS enzymatic activity. 38 
C
The  MCFA-CoA  derivative  can  be  transformed  into  ketone  bodies  through  the  r3­
oxydation  pathway.  However,  in  CEH,  this  does  not  appear  to  be  the  case  as  most  of the 
4C]-hexanoate taken  up  by  the  ceUs  are  found  in  the  triglyceride fraction  (more than  60%; 
Table 1).  Thereforc,  wost of the  acyl-CoA hcxanaotê must  be  trai1sforrned  inta acetyl-CoA, 
becoming  a  carbone  source  for  de  noya  lipid  synthesis  ending  in  the  formation  of new 
triglycerides  [23]. This appears to  be supported by the fact  that in presence of insulin and TJ , 
the  amount  of [14C]-TG  is  increased  compared  to  the  level  measured  in  absence  of any 
hormonal  stimulation (Table  1).  lndeed,  it  is  weil  known  that insulin stimulates  the  hepatic 
triacylglycerol  secretion through  the  general  activation of de  /laYa lipid synthesis  [24].  ft  is 
also  weil  established  that  T)  stimulates  de  noya  lipid  synthesis  in  liver  ending  up  in 
increasing synthesis of  TG [25, 26]. 
The  use  of betulinic  acid,  an  inhibitor  of DGAT,  a  rate  limiting  step  in  the 
esterification pathway (Fig.  4B) or  the  incubation of cells with TG-hexanoate (Fig.  3C) did 
not reveal any abolition of the  inhibitory effect of hexanoate on  FAS activity. The incubation 
of ceUs with Triacsin C,  a general  inhibitor of acyl-CoA synthases [17] completely reversed 
the  inhibitory effect of hexanoate on FAS  activity. Therefore, our data  strongly suggest that 
only the Acyl-CoA-hexanoate, is able to modulate the FAS enzymatic activity. This is also in 
agreement with the fact  that hexanoate can  modulate FAS  transcription after only 30  min  of 
incubation [8]. 
In conclusion, in the present study we have shawn that hexanoate is rapidly taken up 
by  CEH.  It  is  subsequently  metabolized into  an  acyl-CoA  derivative  that  can  specifically 
inhibit insulin and T)-induced FAS activity. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1: Effect of MCFA on FAS enzymatic activity. The CEH were incubated for 24 h in 
'yVaymouth  media (white bars), in  presence of either 100  nM  insulin  (gïey baïs),  1.6  /lM T3 
(hatched bars) or  with both honnones (black bars). FAS  activity was evaluated as  indicated 
in  Materials and  Methods. A- Results represent FAS activities and are the  mean of at least 3 
independent experiments. They are  expressed  in  function of the  value  obtained  in  untreated 
samples. The bars  indicate the  standard deviation  (SD).  * p<O.OO 1 for  insulin  or T3  treated 
versus untreated ceUs.  Cells \Vere  treated as  described above except that  1 ).lM  of hexanoate 
(B) or octanoate (C) was  added  to  the  media.  Results represent FAS  activities expressed as 
foid  induction measured in presence of the MCFA (FAS activity measured  in presence of the 
MCFA  divided  by  the  activity measured  in  absence of MCFA).  Results  are  the  mean  of 3 
independent  experiments.  The  bars  indicate  the  SD.  §  p<O.O1 for  lnsulin,  T3  and  MCFA 
treated versus either insulin or T3 treated cells. 
Figure  2:  Effect  of  hormonal  treatment  on  hexanoate  uptake.  A- The  CEH  were 
incubated for either 1h (white bars) or 24 h (black bars) in presence or not of 100 nM insulin, 
1.6  ).lM  T3  or  with  both  honnones.  ln  each  condition,  1 ).lCi  of C
4C]-hexanoate  was  also 
added.  The  C,  uptake  was  evaluated  as  indicated  in  Materials  and  Methods.  Results  are 
expressed in  cpm per ).lg of proteins and are the mean of 3 independent experiments. The bars 
indicate the SD. * p<O.OS  for  insulin and/or T3  treated  versus untreated cells. B- FAS activity 
was measured as described in  Material and  Methods, using cell Iysate  from  untreated  (white 
bars) or  treated with  100 nM  insulin and  1.6  ).lM  Trtreated ceUs  for  24  h (black bars) with 
addition of 1 ).lM  hexanoate  in  the  media  (crossed bar) or  in  the  enzymatic reaction  buffer 
(hatched bar). 
Figure 3:  Effects of the hexanoate metabolites on FAS enzymatic activity. A- Schematic 
representation of C6  metabolism  in  CEH cells.  CEH  were  incubated  for  24 h in  Waymouth 
media  (white  bars)  or  with  addition  of  100  nM  ihsulin  and  1.6  ).lM  T3  (black  bars) 
supplemented with 1 ).lM  of hexanoate (hatched bars).  The effect of 1 ).lM bromo-hexanoate 
(B),  1 ).lM  TG-hexanoate  (C)  or  l  ,uM  carnitine-hexanoate  (D)  (crossed  bars)  was  also 43 
evaluated. FAS activity was evaluated as  indicared  in  Materials and  Methods. Results are the 
mean  of at  least  3  independent  experiments  and  are  expressed  in  function  of the  value 
obtained in untreated samples. The bars indicate the SD. 
Figure 4: Effects of Iipid metabolic pathways' inhibitors on FAS activity and C6 uptake. 
The CEH were incubated for 24 h in Waymouth media (white bars) or with addition of 100 
nM insulin and 1.6 ,uM T3 (black bars) in presence or not of hexanoate (hatched bars). The 
effects of A- 1 /lM  Etomoxir, B- 1 /lM Betulinic acid and C- 5 /lM Triascin C (crossed bars) 
on C6 inhibition were also tested. For Band C, 5 % of DMSO was added to each tTeatment. 
FAS activity was evaluated as indicated in Materials and Methods. Results are the mean of at 
least 3 independent experiments and are expressed in  function of the value obtained in 
untreated samp1es. The bars indicate SD. * p=0.0065 compared to InsulinlTiC6 tTeated cells. 
0- CEH were incubated for 24 h with 1 /lCi of ['4C]-hexanoate (white bars) and in presence 
of 100 nM insulin and  1.6  ~LM  T3 (black bars).  OMSO was added as indicated in  the figure. 
In addition, 1 /lM Etomoxir, 1 /lM Betulinic acid or 5 /lM Triascin C were added (crossed 
bars) and the C6 uptake was evaluated as indicated in Materials and  Methods. Results are 
expressed in absolute values and are the  mean of 3 independent experiments. The bars 
indicate the SO. 44 
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Insulin + 
Basal  Insulin  T3  T3 
Phospholipids  11.6±7.2  10.4 ± 5.0  12.2 ± 8.6  7.5 ± 3.2 
Free Cholesterol  1.0± 0.9  0.9 ± 0.8  0.9 ± 0.5  0.5 ± 0.3 
Diacylglycerol  7.1± 3.2  4.5 ± 2.1  8.7 ± 5.6  5.0 ± 2.3 
50.8 ± 
Triacylglycerol  55.7 ± 8.8  58.0 ± 7.4  14.8  65.6 ± 3.0 
Cholesterol ester  24.6 ± 4.0  26.2 ± 5.1  27.4 ± 5.6  21.4 ± 4.3 
Table 1:  CEH Iipid profile when submitted to hormonal stimulations in presence 
of radio-Iabeled hexanoic acid. Cells were incubated for 24 h with hexanoate, insulin and/or 
T3.  The  lipid  profile  was  revealed  using  TLC  as  indicated  in  the  Materials  and  Methods 
section.  Results  are  expressed  as  percentage  of the  total  radioactive  content.  Data  are  the 
mean of three independent experiments, ± the standard deviation. 
2.  Résumé des résultats de l'article 
Le  besoin  d'ATP noté  dans  les  expériences réalisées antérieurement au  laboratoire 
(Sawadogo,  2006),  serait donc  probablement dû  à l'acylation des MCfA qui  se  produit au 
niveau  de  la  membrane  dès  leur  entrée  dans  la  cellule.  Il  semblerait  qu'un  mécanisme 
d'acylation soit une étape nécessaire pour un acide gras à chaîne moyenne avant d'emprunter 
une voie métabolique, que ce soit l'estérification ou  la  ~-oxydation.  Ceci a d'ailleurs déjà été 
suggéré par l'équipe de Bach et Babayan (Bach and Babayan, 1982). 49 
II.  Rôle de la phosphorylation sur la  régulation de l'activité de la  FAS 
Les résultats de cette section sont inclus dans la  figure 5 de  l'article: Anne Radenne, 
Murielle  Akpa,  C:1roline  Marte!,  Sabine  Sawadogo,  Daniel  Mauvoisin.  and  Catherine 
Mounier.  Hepatic  regulation  of fatty  acid  synthase  by  insulin  and  TJ :  evidence  for  TJ 
genomic  and  nongenomic  actions.  Am  J  Physiol  Endocrinol  Metab  295  :884-8894, Aug  5, 
2008. 
Ma contribution à cet article inclut les activités enzymatiques effectuées avec  les  inhibiteurs 
Ly  294002 et PD 98059 et l'aide à la rédaction de l'article (Radenne et al., 2008). 
METHODES 
Construction du plasmide:  le  promoteur du  gène FAS nous  a été  donné  par  le  Dr. 
A.G.  Goodridge (Kameda and  Goodridge,  1991).  Les premiers  1,6  kb  du  promoteur de  FAS 
ont été cloné dans le  vecteur pJFCATI, qui  incorpore  le  gène rapporteur CAT (Friedman et 
al.,  1999).  Le  fragment  de  -902  bp  à -577  bp  contenant  le  TRE de  FAS a été  amplifié  et 
inséré  dans  le  vecteur pBLCAT2 en  amont du  promoteur minimal  de  la  thymidine  kinase 
(TK)  (Swierczynski  et  al.,  1991)  et  du  gène  rapporteur  CAT.  La  séquence  synthétique 
classique du TRE, DR4 (<<  direct repeat 4 ») a été également cloné dans pBLCAT2. 
Analyse  de  l'activité  du  promoteur:  les  cellules  HepG2  ont  été  lysées  à  la 
température  de  la  pièce dans 500  ~lL  de  tampon  « CAT  ELISA» (Roche  Diagnostics).  La 
concentration protéique (Bradford, 1976) et l'activité  ~-galactosidase (Sambrook J, 2000) ont 
été  mesurées.  L'activité  CAT  a  été  évalué  par  CAT-ELISA  d'après  les  instructions  de  la 
compagnie.  Les  résultats sont exprimés comme activité CAT  par mg  de  protéine soluble et 
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Figure 5 : Effecls of LY:!9400:! and PD98059 on  FAS  activity and TRE-mediated transcription in  response 
to  TJ  and insulin treatments (Radenne et  al., 2008).  A- CEH  were  incubated  for  24  h without  honnones  with 
l.6  ~M  ofT),  100  nM  of insulin,  or both  hormones.  30  min  before  hormonal  stimulations,  the  cells  were  pre­
incubated  with  0.5°;'.  DMSa (black bars), 50  ~M  of LY294002  (haJclied bars) or 50  ~M  of PD98059  (crossed 
bars). FAS activities were measured  as  indicated  in  the  Materials and  Methods section. The results are expressed 
as  a percentage  of untreated  cells  (basal)  incubated  with  DMSa, and  are  the  mean  of at  least  3  independent 
experiments. The bars  indicate the standard deviation (SD).  * p<0.005 comparing the  DMSa condition  versus the 
treatments with  the  kinase inhibitors  HepG2 cells were transfected with either the TRE-TK-CAT (8) or the DR4­
TK-CAT construct (C). The cells were subsequently incubated for another 24 h without hormones (hasa[), or with 
i.6 ~M  of T),  100 nM  of insulin, or with  bath hormones.  30 min  before the hormonal stimulations. the cells were 
pre-incubated  with  0.5%  DM sa  (black  bars),  with  50  ~M  of LY294002  (halched  bars)  or  with  50  ~lM  of 
PD98059  (crossed  bars).  The  CAT  activities  were  measured.  The  results  are  expl'essed  as  a  percentage  of 
untreated  cells  (basal) incubated with  DMSa, and  are  the  mean  of at  least  3 independent experiments.  The  bars 
indicate  the  standard deviation  (50). "  p<O.OOS  comparing  the  DMSa condition  versus the  trcatments  with  the 
kinase inhibitors. 51 
Il  a été déjà démontré que  l'état de  phosphorylation des hépatocytes intluence l'effet 
de  la  TJ  sur  la  transcription  de  divers  gènes  suggérant  un  effet  non-génomique  de  cette 
honnone. En effet, l'utilisation d'inhibiteurs de protéines kinases inhibe l'effet stimulateur de 
la  TJ  SUi"  la  transcripticn  alcrs  que  des  inhibiteurs  de  phosphatase  augmenterait  cet  effet 
(Radenne, 2007). 
Des études antérieures réalisées au  laboratoire ont démontré que  le H7,  un  inhibiteur général 
des  sérine/thréonine  kinases,  réduisait  de  50%  l'activité  enzymatique  de  la  FAS  dans  des 
hépatocytes  stimulés  simultanément  avec  l'insuline  et  la  TJ  ainsi  qu'avec  l'insuline 
uniquement  et  de  40%  dans  les  cellules  stimulées  à  la  T} seulement  (Sawadogo,  2006). 
Aucune  inhibition  n'a  été  enregistrée  dans  la  condition  basale  (Radenne  et  al.,  2008). 
Comparativement, en  utilisant  la  génistéine,  un  inhibiteur général des  tyrosines kinases, on 
n'observe pas d'inhibition significative, que  ce  soit lors d'une stimulation à l'insuline,  la  TJ 
ou  encore  lors  de  la  stimulation  simultanée  (Sawadogo,  2006).  Les  mêmes  effets  des 
inhibiteurs ont été révélés au  niveau du  promoteur et cela à la  fois  au  niveau de l'IRE que du 
TRE (Radenne et al., 2008, Moon et al., 2002). Ces données laissent supposer que des voies 
de  signalisation  impliquant  des  sérine/thréonine  kinases  pOUlTaient  avoir  un  effet  sur  la 
régulation de  la FAS. La prochaine étape fut  donc de tester des inhibiteurs spécifiques de ces 
sérine/thréonine kinases.  En effet, nous avons utilisé LY294002, un  inhibiteur de PB-kinase, 
et  PD98059,  un  inhibiteur  spécifique  de  MEK 1/2,  afin  de  voir  leur  effet  sur  l'activité 
enzymatique de  la  FAS sous différentes conditions de  stimulation. Nous avons alors observé 
sous tOlites  les  conditions de  stimulation, lorsque l'une ou  l'autre des  voies  de  signalisation 
est bloquée  par son  inhibiteur,  une  inhibition  de  l'activité  enzymatique,  ce  qui  se  retrouve 
également  au  niveau  de  l'activité  du  promoteur  (Radenne  et  aL,  2008).  Ces  résultats 
suggèrent que  les  voies PD-kinase et  Erkl/2 seraient impliquées dans  la  régulation du  gène 
en réponse à l' insul ine et à la TJ (Radenne et al., 2008). 52 
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Figure 6: Représentation schématique de la  régulation transcriptionnelle de  FAS  en  réponse à la  TJ  et à 
l'insuline (Radenne et al., 2008). 
La liaison de  l'insuline à son récepteur membranaire mène à l'activation des voies de 
signalisation PI3K/Akt et MAPK Ras/Raf/ERK. 1/2, toutes deux ciblant J'IRE et probablement 
le  TRE localisé sur  le  promoteur du  gène FAS  La  Tl peut  réguler  la  transcription de  FAS 
directement  par  un  mécanisme  génomique  en  liant  l'hétérodimère TRlRXR au  niveau  du 
TRE  (Radenne  et  al.,  2008).  Cependant,  elle  peut  également  moduler  l'activité 
transcriptionnelle du TRE par une action non-génomique, en  activant la voie de  signalisation 
dépendante de PI3K/ERK 112 (Radenne et al., 2008). 53 
III.	  Rôle potentiel de  récepteurs membranaires dans le  transport des acides 
gras 
SR-BI, un  récepteur « scavenger»  de classe B qui aurait un  rôle dans le transport des 
acides  gras  pour  les  cellules  impliquées  dans  le  métabolisme  du  cholestérol  tels  les 
hépatocytes,  de  manière  endogène  (Rhainds  and  Brissette,  1999),  ne  semble  pas  être 
dépendant de  l' ATP (Rigotti et al., 2003). Nous avons cependant voulu savoir si  ce récepteur 
jouait un  rôle  dans  l'entrée de  l'hexanoate dans  la  cellule,  tel  un  transport facilité.  Pour ce 
faire,  des  cellules  HepG2,  étant  un  hépato-carcinome  humain,  sur-exprimant  4.5  fois  le 
niveau  endogène  de  SR-BI  (Rhainds  et  al.,  2004)  ainsi  que  des  cellules  HepG2  sous­
exprimant à 70% par rapport au  niveau endogène de  SR-BI (Rhainds et al., 2003), nous  ont 
été données par le  laboratoire  du  Dre  L.  Brissette.  Elles  sont  le  résultat  de  la  transfection 
stable d'un fragment de  0.4 kb  de  la  partie  5'  de  l'ADN complémentaire de  SR-BI humain, 
pour la  sous-expression. Ce fragment,  contenant le  début de  la  séquence  codante récupérée 
par digestion  complète par EcoRI-XhoI  du  vecteur pCEXV -3,  a été  inséré  dans  le  vecteur 
d'expression  eucaryote  pRc/CMV.  Les  cellules  HepG2  à  80%  de  confluence  ont  été 
transfectées  avec  le  vecteur exprimant l'ARN anti-sens  ou  le  vecteur  vide  par  la  méthode 
calcium phosphate classique.  Les cellules ont été  sélectionnées à la  généticine  (500~lg/mL) 
pendant 3 à 4  semaines.  Les  foyers  cellulaires  ont  été  isolés  et  propagés  (Rhainds  et  aL, 
2003).  En  ce  qui  concerne la  surexpression, la  totalité  de  l'ADN complémentaire de  SR-BI 
humain (2.5kb) a été  récupérée par digestion  partielle par EcoRI du  vecteur  pCEXV-3.  Ce 
fragment a été inséré dans un  vecteur d'expression eukaryote pZeoSV et l'orientation sens a 
été vérifée.  Les  cellules  HepG2  à 80% de  confluence  ont  été  transfectées  avec  le  vecteur 
exprimant SR-BI  humain  en  entier  ou  le  vecteur  vide  par  la  méthode  calcium  phosphate 
classique. Les cellules ont été sélectionnées à la zeocine (800llg/mL) pendant 3 à 4 semaines. 
Les foyers cellulaires ont été  isolés et propagés (Rhainds et aL, 2004). Nous les avons utilisés 
afin de déterminer si cette classe de récepteur était impliquée dans la captation des MCfA par 
les hépatocytes. 54 
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Figure 7:  Implication des récepteurs SR-BI dans le transport des MCFA 
Dans cette expérience, nous avons mis  les différentes cellules HepG2  dans plusieurs 
conditions de  stimulation,  telles que  le  niveau  basal  (sans aucune stimulation), en  présence 
des  deux  hormones  et enfin  en  présence des  deux  hormones  et  de  notre  MCFA pour  une 
période de 24 h, afin de voir l'effet que pourrait avoir plus ou  moins de  récepteurs SR-BI sur 
l'inhibition induite par C6  en  présence des deux hormones.  Nous nous attendions à voir une 
plus grande inhibition par Cu de l'activité enzymatique induite par l'insuline et la T3,  due à la 
surexpression  des  récepteurs  SR-BI  (Rhainds et al.,  2004).  Cependant,  une  inhibition  plus 
prononcée lors de  la surexpression de SR-BI n'a pas été observée dans aucune des conditions 
de  stimulations  décrites  dans  la  figure  7.  La  sous-expression  de  SR-BI  n'a pas  non  plus 
d'effet. Le  récepteur SR-BI ne  semble donc  pas être  impliqué dans  le  transport des  MCFA. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
 CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
En  conclusion,  il  est important de  noter que  l'effet inhibiteur des  MCFA est 
très  spécifique.  Seuls  l'hexanoate  et  ['octanoate  sont  en  mesure  de  générer  cette 
inhibition, comme on a pu l'observer dans la  figure  1 de la  section Résultats. En  effet, 
des acides  gras à chaîne plus  longue ou  plus courte  n'ont aucun effet sur l'activité 
enzymatique de la  FAS (Roncero and Goodridge,  1992a,  Sawadogo, 2006). De  plus, 
cette inhibition n'est observée qu'en présence de T) et d'insuline ensemble, comme on 
peut le constater dans la figure 1 (Roncero and Goodridge, 1992a, Sawadogo, 2006).  Il 
est  également  important  de  noter  que  l'hexanoate  semblerait  avoir  un  potentiel 
inhibiteur plus important que l'octanoate. En effet, comme nous l'avons noté (figure  1 
des résultats), les études au  laboratoire ont montré que l'inhibition due à l'hexanoate 
est d'environ 50%, alors que celle  due à  l'octanoate est  de  40% (Sawadogo,  2006, 
Roncero  and  Goodridge,  1992a).  D'après  Roncero  et  Goodridge  (Roncero  and 
Goodridge,  1992a),  ce  phénomène  d'inhibition  est  spécifique  à  l'hexanoate  et  à 
l'octanoate pour  la  FAS  et  l'enzyme  malique,  car  des  acides  gras  à  chaînes  plus 
longues ou plus courtes ont été testés et n'exhibent pas cette inhibition. 
Nous avons aussi observé que les MCFA pénétraient très rapidement dans  la 
cellule. En effet, nos résultats montrent bien que l'hexanoate est capté par la cellule au 
bout d'une heure. Il a été montré que l'entrée des MCFA se fait de façon passive (Bach 
and Babayan, 1982). 
Malgré ce qui est déjà connu pour les MCFAs, démontrant un transport passif 
à  travers  la  membrane,  nous  avons  observé  dans  des  expériences  préliminaires  un 
besoin d'ATP au niveau de  la membrane lors de l'entrée des acides gras dans la cellule 
(Sawadogo,  2006),  suggérant,  entre  autres,  un  transport  actif.  Afin  d'élucider  ce 
phénomène,  nous  avons  émis  plusieurs  hypothèses  et  avons  procédé  à  diverses 
expériences. Tout d'abord, nous avons émis l'hypothèse qu'un récepteur était impliqué 
dans le transport du MCFA vers l'intérieur de  la  cellule ce qui permettrait d'expliquer 
ce besoin en énergie. Afin de tester cette hypothèse, nous avons utilisé des hépatocytes 
(HepG2) dont le niveau d'expression membranaire du récepteur de type «scavenger » 
(SR-BI) a été modifiée. Nous avons choisi ce récepteur parce qu'il est connu pour sa 57 
présence sur les  tissus utilisant beaucoup d'acide gras tels  les  hépatocytes, qu'il a été 
impliqué dans  le  transport des acides gras (Rhainds et aL,  2004) et que son expression 
est augmentée en  réponse  à l'insuline (Shetty  et  aL,  2006) et  la T3  (Johansson et al., 
2005)  Nos  résultats nous montrent cependant que  peu  importe le niveau d'expression 
de  SR-Br dans les hépatocytes,  l'inhibition de  l'activité enzymatique due aux  MCfA 
en  présence  d'insuline et  de  T3  se  maintenait.  Nous  avons  donc  écarté  la  thèse  de 
l'entrée dans  la  cellule par le  biais  du  récepteur  SR-Br,  suggérant  un  phénomène  de 
diffusion  passive comme  il  en  est  fait  mention dans  la  littérature (Bach and  Babayan, 
1982). 
Ayant écarté l'implication de récepteurs,  notre  deuxième  hypothèse,  quant au 
besoin d' ATP observé dans nos cellules, impliquait le processus de transfonnation des 
acides gras et probablement une  acylation.  En  effet,  la  littérature mentionne bien  que 
les  acides  gras  peuvent  être  acylés  dès  leur  entrée  dans  la  cellule  au  niveau  de  la 
membrane (Bach and  Babayan, 1982). Nous avons testé cela en  utilisant la Triacsin C, 
tels  que  mentionné  dans  la  figure  4  de  la  section  Résultats.  La  Triacsin  C,  étant  un 
inhibiteur  des  acyl-CoA  synthases,  elle  devrait  empêcher  l'acylation  du  MCFA au 
niveau  de  la  membrane.  Les  résultats  de  cette  expérience  nous  montrent  bien  que 
\'acylation est impliquée dans l'effet des MCFA sur l'activité enzymatique de  la FAS. 
En  effet,  en  présence des  deux  honnones,  insuline  et  T3,  la  Triacsin  C abolit  l'effet 
inhibiteur  habituellement  observé  en  présence  d'hexanoate.  Il  s'agit  là  donc  de  la 
première modification que  subit le  MCFA en  entrant dans  la cellule. En  effet, comme 
le  montre  nos  expériences  utilisant  le  bromo-hexanoate,  ce  dernier  n'inhibe 
aucunement  l'effet  synergique  sur  l'activité  enzymatique  de  la  FAS,  induit  par 
l'insuline et la T; car  il  ne  peut être acylé.  Cela nous amène  à la  conclusion que  le  C6 
n'agit pas  en  tant  que  tel,  mais  bien  en  tant  que  métabolite  qui  est  tout  d'abord 
transformé sous fonne d'acyl-CoA . 
Cependant, nous  ne  savons  toujours  pas  quelle  voie  métabolique  l'acide gras 
acylé emprunte une  fois  dans la  cellule.  En  effet, l'utilisation d'acide bétulinique, un 
inhibiteur spécifique de  la  diacylglycérol acyl transférase (DGAT), ou  d'Etomoxir, un 
inhibiteur spécifique de  la camitine palmitoyl transférase  1 (CPT\), n'a aucun effet sur 
l'inhibition de  l'activité enzymatique de  la  FAS  induite  par  1'hexanoate en  présence 58 
des  deux  hormones, comme on  le  voit sur  la  figure 4 de  la  section  Résultats.  D'après 
Bach et Babayan (Bach and  Babayan,  1982), les MCfA n'ont pas besoin de  camitine 
pour  pouvoir  traverser  la  membrane  mitochondriale.  De  ce  fait,  l'inefficacité  de 
l'Etomoxir pourrait très bien être due au  fait que les MCfA n'utilisent pas CPT 1. Nous 
ne  pouvons donc toujours pas écarter l"hypothèse de  la  ~-oxydation,  car il  est possible 
que l'hexanoate passe à travers  la  membrane mitochondriale afin  de  se soumettre à la 
[3-oxydation  et  au  cycle  de  Krebs,  pour éventuellement avoir  un  effet en  aval,  sur  la 
transcription du gène de  la FAS.  De plus, les MCFA semblent agir après 30 premières 
minutes, ce qui  est  un  délai  très  court.  Cela poun'ait en  effet faire pencher la  balance 
vers l'hypothèse de  la  ~-oxydation,  car elle est rapide. Cependant, les résultats obtenus 
en  présence  de  DGAT  semblent  indiquer  que  l'estérification  n'est  pas  la  voie 
empruntée, et que le triglycéride dérivé de l'hexanoate n'est pas le métabolite impliqué 
dans l'inhibition induite par ('hexanoate en  présence d'insuline et de T3.  Il  se  pourrait 
cependant que l'acylation seule soit suffisante.  En  effet,  le  métabolite clé pourrait être 
nul  autre que le MCFA acylé. 
Nous savons également que la  FAS est essentiellement régulée au  niveau de la 
transcription, L'inhibition de  la  FAS par les MCfA semblerait également se  faire à ce 
niveau dans les 30 premières minutes après l'addition de ces lipides (Sawadogo, 2006). 
En  effet, nous observons que  l'inhibition n'est manifeste que lorsque les cellules sont 
traitées  avec  les  deux  hormones  et  les  MCFA,  mais  pas  lorsque  ces  derniers  sont 
ajoutés  au  milieu  réactionnel  pour  la  quantification  de  l'activité  enzymatique 
(Sawadogo,  2006).  Il  serait donc  intéressant de  découvrir J'identité du  métabolite qui 
agit effectivement au  niveau de  la  transcription et  le  mécanisme  utilisé.  Pour ce  tàire, 
des  essais  de  transcription  en  présence  des  inhibiteurs  de  voies  métaboliques  sont 
actuellement  en  cours  au  laboratoire,  par  transfection  des  cellules  avec  une 
construction du TRE ou DR4. Pour ce faire, notre séquence TRE ou DR4 serait insérée 
en  amont du  promoteur minimal  thymidine kinase (TK) et d'un gène rapporteur tel  le 
gène  de  la  luci férase  ou  encore  de  la  CAT (( chloramphenicol  acetyl  transferase») 
(Radenne  et  aL,  2008)  et  transfectée  dans  les  cellules  qui  seraient ensuite  stimulées 
avec  les  hormones  insuline  et  T),  les  MCFA  et  les  inhibiteurs  acide  bétulinique, 
Etomoxir et Triacsin  C.  Ensuite, effectuer des  expériences de  retard sur gel  (EMSA ­59 
Electrophoretic  Mobility  Shift  Assay)  afin  de  comparer  notre  NICFA  à  sa  version 
acylée. Les expériences EMS A,  utilisant comme sonde un oligonucléotide radioactif de 
20bp à 40bp correspondant au  TRE du  promoteur du  gène  FAS  et des  anticorps anti­
TR ou  R..XR  en  présence bien  entendu du  MCFA ou  son  métabolite,  nOLIs  permettront 
de  découvrir si  l'acide ou  l'acyle gras interfère avec  la  fixation du  complexe TR-RXR 
sur le TRE (Radenne et aL, 2008). Les résultats de ces expériences nous  permettront de 
savoir si  l'hexanoate a un  effet ou  non sur la modulation de  la  fixation des facteurs de 
transcription. 
Les  MCFA  ou  leurs  métabolites  pounaient  agir  sur  la  modulation  de  la 
fixation  des  facteurs  de  transcription.  Afin  de  vérifier cette  hypothèse,  il faudrait tout 
d'abord vérifier l'effet du  MCFA sur le  niveau  d'expression d'ARNm  de  la  FAS  par 
RT-PCR  (<<  Reverse Transcription Polymerase Chain  Reaction »).  Cela permettrait de 
savoir si  notre  agent joue  un  rôle  sur  la  phosphorylation  et  l'acétylation  du  TR.  En 
effet, d'après ThUlmond  et collègues (Thurmond et al.,  1998), les MCFA n'ont d'effet 
ni  sur la fixation de TR sur le  TRE, ni  sur la  liaison entre TR et RXR  (Thurmond et 
al.,  1998). Une immuno-précipitation  suivie d'un «Western Blot» avec  des  anticorps 
reconnaissant des résidus acétylés pourraient nous permettre de vérifier si notre NICFA 
augmente la  densité d'acétylation des histones dans  la région du  promoteur de  la FAS. 
Cela nous dirait si  l'acétylation est impliquée dans  le  processus qui  permet aux MCfA 
de  moduler la transcription du gène de la FAS. 
Il  serait également intéressant de savoir si  les MCfA ou  leurs dérivés agissent 
de  concert  avec  les  co-régulateurs  du  TR  qui  se  fixent  au  niveau  du  TRE,  tel  que 
CBP/p300  (<<  CREB  binding protein »)  et  SRC  (<<  steroid receptor coactivator »),  qui 
sont des  co-activateurs  connus  du  TR  ou  NCoR  (<<  Nuclear receptor co-repressor »), 
SMRT  (<<  Silencing  mediator  for  retinoic  acid  receptor  and  TR »)  et  histone 
déacétylase  1 (HDACI),  qui  sont  des  corépresseurs  (Yen,  2001).  Certains  de  ces 
corépresseurs  ont  une  activité  histone-acétyltransférase,  ou  déacétylase  tandis  que 
d'autres ont une activité de  méthylation (Yen, 2001).11  serait intéressant de  voir si  les 
MCFA influencent ces  différentes  activités  et  par  quel  mécanisme.  Cela  pourrait  ce 
faire  par  «HDAC  assay»  entre  autres.  Le  «HDAC  assay»  est  une  réaction 
enzymatique en deux étapes. Tout d'abord, les  HDAC actives se  lient et déacétylent le 60 
substrat, un  histone, sur le  résidu de  lysine.  Ensuite,  le  substrat déacétylé sera  reconnu 
par  la  trypsine  qui  libère  le  7-amino-4-methylcoumarin  associé  au  substrat.  La 
fluorescence est mesuré el représentative de l'activité HDAC. Si  un  effet du MCfA est 
observé  sur  le  recrutement  des  facteurs  de  transcription.  on  pourrait  réaliser  une 
analyse de  type lipidomique en  utilisant les  protéines avec lesquelles il agirait comme 
piège  pour  l'isolé  (<<  competitive  binding  assay»)  (Shaw  et  aL,  1976).  D'autres 
techniques comme la chromatographie à phase gazeuse  (<<  GC -gas chromatography ») 
ou  encore  la  spectrométrie  de  masse  (<<  ESI-MS  - electrospray  ionisation  mass 
spectrometry »)  pourraient  éventuellement  être  des  outils  utiles  pour  isoler  notre 
métabolite agissant à son site d'interaction. 
Les  MCfA  pourraient  également  agir  sur  la  modification  post­
transcriptionnelle  des  facteurs  de  transcription.  Les  MCfA  ou  leurs  métabolites 
pourraient,  entre  autres,  moduler  la  maturation  de  SREBP-I,  ce  qui  entraînerait 
l'inhibition de  la  transcription induite par la T3 et l'insuline (Zhang et aL,  2003). Pour 
investiguer cette  possibilité,  une  analyse  «Western Blot» serait  une  option  afin  de 
déterminer le  rôle des  facteurs  de  transcription dans l'acétylation, et  notamment celui 
de  SREBP-Ic,  qui  est  connu  pour avoir  un  effet  sur  les  réponses  à  l'insuline.  Les 
MCfA  pourraient  également  agir  via  leur  fixation  sur  un  récepteur  de  type  GPCR 
(Brown et aL,  2005b) et activer différentes voies de  signalisation qui  moduleraient le 
niveau  de  phosphorylation ou  d'acétylation du  complexe TRlRXR ou  des  différents 
co-régulateurs  (Yen,  2001).  S'il  s'avère  qu'il  y  a  des  modifications  post­
transcriptionnelles des facteurs de transcription, il serait important d'élucider comment 
les MCfA ou  leurs  métabolites  agissent au  niveau  cellulaire. A savoir,  comment  ils 
activeraient  les  acétylases  dans  le  cas  de  l'acétylation,  ou  encore  quelles  voies  de 
signalisation  sont affectées par  les  MCfA. En  effet,  il  a déjà  été  observé  dans  notre 
laboratoire  que  la  voie  Akt  n'était  pas  affectée  par  la  TJ  (Radenne  et  al.,  2008), 
cependant l'inhibition par les  MCfA ne  se  fait  qu'en présence d'insuline et de  T3  et 
elle n'est que de  moitié.  Il  est possible que cette inhibition  passe par  la  voie  Akt,  qui 
est affectée par l'insuline. Il  serait donc  intéressant de  voir si  c'est le cas et si  d'autres 
voies  telle  que  MAPK  (<<  mitogen-activated  protein  kinase »)  ou  encore  PIJK 61 
(phosphoinositide  3-kinase)  sont  également  affectée  par  les  MCF A.  Cela  afin  de 
découvrir comment est gérée l'inhibition de  l'effet synergique observé en  présence des 
deux hormones, à des fins thérapeutiques. 
En  conclusion, si  les MeFA nous permettent de  moduler l'actiyité de  la  FAS 
sans  toutefois  l'abolir complètement,  ils  sont  d'excellents  candidats comme  additifs 
alimentaires.  Ils  permettraient  de  limiter  la  synthèse  de  palmitate  et  de  stéarate,  qui 
sont les précurseurs de la  synthèse de triglycérides dans le foie.  Ces derniers servent au 
stockage des graisses dans  le  corps au  niveau du  tissu adipeux. Cela permettrait donc 
de  lutter  contre  la  prise  de  poids  excessif et  donc  l'obésité.  En  tant  qu'additifs 
alimentaires,  les  MCFA pourraient être  ajoutés dans  les  produits alimentaires tels  les 
yaourts ou encore le  lait,  d'autant plus qu'ils ont un  goût plaisant.  Il  serait également 
possible  de  supplémenter  l'alimentation  des  animaux  d'élevage  tels  les  bœufs  afin 
d'augmenter leurs teneur en MCFA, comme cela se fait déjà pour des additifs tels que 
la  vitamine  A,  les  esters  de  sucrase  d'acides  gras,  le  fer  et  d'autres  acides  gras 
(<<  Higher fatty acids »). En effet d'autres acides gras sont déjà utilisés comme additifs 
alimentaires tel  l'acide décanoïque. BIBLIOGRAPHIE
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